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Fig.1 : Corrélation entre la consommation d’antibiotique et la prévalence de Streptococcus Pneumoniae 
résistants à la pénicilline dans vingt pays industrialisés. La consommation d’antibiotique est exprimée en dose 
journalière pour 1000 habitants. D’après (Albrich et al., 2004). 
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A) L’utilisation des antibiotiques et ses conséquences 
 
 Aujourd’hui, la surconsommation et la mauvaise utilisation des antibiotiques 
préoccupent l’ensemble de la planète. En 1997, plus de 10 000 tonnes d’antibiotiques ont été 
utilisées en Europe : 52% pour un usage médical et 48% pour un usage vétérinaire dont 33% 
en médecine vétérinaire et 15% comme facteur croissance. 
 
 
1) Dans le milieu médical 
 
 En thérapie humaine, les statistiques indiquent que, dans environ 40% des cas, les 
traitements antibiotiques ne sont pas utiles et que souvent, les patients ne respectent pas leur 
traitement, ce qui peut entraîner une augmentation du risque de résistance aux 
antibiotiques(Pechère et al., 2007). De plus, deux-tiers des antibiotiques sont vendus sans 
ordonnance. Même en Europe, où la dispensation des antibiotiques est soumise à un contrôle, 
les patients s’automédiquent en utilisant très souvent des doses trop faibles ou/et des durées 
de traitement trop courts(Grigoryan et al., 2007). 
 On note une forte corrélation entre l’utilisation des antibiotiques et l’émergence de 
résistance à ces mêmes antibiotiques(Goossens, 2009). La figure 1 montre l’impact de la 
consommation d’antibiotiques sur le pourcentage de Streptococcus pneumoniae résistants à la 
pénicilline. Il apparaît que les pays ayant une consommation élevée d’antibiotiques 
connaissent une plus forte émergence de bactéries résistantes.  
 L’émergence de bactéries résistantes est très variable selon le contexte environnemental. 
A l’échelle d’un hôpital, une souche bactérienne résistante peut être deux fois plus présente 
dans une unité de soins intensifs que dans une autre unité(Archibald et al., 1997). A l’échelle 
d’un continent comme l’Europe, l’apparition des isolats de Staphylococcus aureus résistants à 
la méticilline (SARM) est plus fréquente dans les pays du sud de l’Europe que dans les pays 
du Nord. Troisième cause de maladies nosocomiales en Europe, ces bactéries sont un bel 
exemple de dispersion d’une souche résistante à travers le monde. En effet, la dispersion des 
SARM s'est faite dans le monde entier durant les vingt dernières années jusqu’à revêtir un 
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caractère endémique dans certains hôpitaux(Goettsch et al., 2000). 
 Si une disparité dans le phénomène d’émergence de bactéries résistantes est observée en 
fonction des différentes régions du globe, on peut noter une tendance globale à l’apparition de 
nouvelles souches résistantes ou multi-résistantes. Par exemple, aux Etats-Unis, on constate 
que l’augmentation de l’apparition des SARM est similaire quelque soit le lieu géographique 
ou l’unité hospitalière(Styers et al., 2006). La majorité de ces bactéries sont résistantes à au 
moins trois antibiotiques, mais encore sensibles à la vancomycine. Les Entérocoques quant à 
eux sont largement résistant à la vancomycine et montrent une grande capacité à acquérir de 
nouvelles résistances, comme au chloramphénicol, à la tétracycline, à l’érythromycine, à la 
rifampicine ou encore à la bacitracine(Linden and Miller, 1999). Ces Entérocoques multi-




2) Dans le monde agricole 
 
 Au niveau de l’industrie agroalimentaire, les antibiotiques sont également utilisés en 
masse. Dans les élevages, ils ont en premier lieu un rôle thérapeutique (traitement d’une 
infection bactérienne) ou prophylactiques (prévention d’une infection possible). Depuis les 
années 50, les antibiotiques sont également utilisés dans l’industrie alimentaire comme facteur 
de croissance sous forme d’additif alimentaire. En effet, l’incorporation d’antibiotique dans 
l’alimentation des animaux engendre un gain de poids de 2 à 5%. 
 Cependant, la présence constante d’antibiotiques exerce une pression de sélection sur la 
flore microbienne naturelle et sur les agents pathogènes présents chez ces animaux, favorisant 
ainsi le développement d’une flore résistante. C’est ainsi que l’on a pu détecter, dés 1960, la 
présence de bactéries résistantes dans les élevages et qu’aux Etats-Unis, en 1984, dix huit 
personnes, dans quatre états différents, ont été infectées par des souches de Salmonella 
résistantes provenant de différents élevages(Holmberg et al., 1984). Le meilleur exemple des 
conséquences de l’utilisation des antibiotiques comme facteur de croissance est celui de 
l’avoparicine. Il a été montré que cet antibiotique, utilisé comme additif alimentaire depuis 
une vingtaine d’années, favorisait l’apparition d’entérocoques résistants à la vancomycine 
(ERV) dans les élevages(Bager et al., 1997).  
 L’agriculture, enfin, utilise des micro-organismes non-pathogènes comme bio-
pesticides. C’est le cas de Bacillus subtilis, B. thuringiensis ou encore Paenibacillus popilliae.
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Cette dernière bactérie a été employée, entre autre, pour combattre les insectes de type 
coléoptères au Japon et présente un niveau élevé de résistance à la vancomycine. Les gènes de 
résistance à la vancomycine de P. popillae semblent être à l’origine des gènes trouvés chez les 
Enterococci et vont alors conférer le même type de résistance à ces pathogènes(Patel et al., 
2000). 
 En 2006, l’Union européenne a interdit l’usage d’antibiotiques comme facteur de 
croissance, mais ils sont toujours utilisés dans d’autres parties du monde (Etats-Unis, Canada, 
Australie, Chine).  
 
 
B) Dissémination des résistances et Plasticité génomique des 
bactéries 
 
 Il existe deux types de résistances aux antibiotiques : les résistances innées ou naturelles 
et les résistances acquises.  
Les antibiotiques étant produits majoritairement par des bactéries, ces dernières possèdent 
donc des systèmes de résistances à ces antibiotiques : ce sont les résistantes dites naturelles 
qui confèrent une immunité contre les antibiotiques qu’elles produisent. Par ailleurs, certaines 
bactéries sont capables de résister naturellement à certains antibiotiques grâce à leur 
morphologie : les bactéries à Gram négatif sont résistantes à plusieurs antibiotiques grâce à 
l’imperméabilité importante que leur confère la présence de deux membranes 
 
 Les résistances acquises sont à la base de la compréhension de la dissémination des 
résistances dans des espèces bactériennes différentes. Elles apparaissent grâce à la grande 
plasticité des génomes bactériens et à l’adaptation rapide des bactéries à de nouvelles 
conditions dans leur milieu. Plusieurs études mettent clairement en évidence ces 
disséminations à travers plusieurs espèces et écosystèmes différents. Par exemple, la 
résistance à la vancomycine, un antibiotique peptidique ciblant la paroi bactérienne, semble 
avoir été transmise aux Entérocoques résistants à la vancomycine (ERV) à partir des bactéries 
du sol productrices de cet antibiotique (Streptomyces toyocaensis et Amycolatopsis orientali). 
En effet, les déterminants génétiques codant pour cette résistance chez les ERV sont très 
similaires à ceux retrouvés chez les bactéries productrices(Marshall et al., 1998). Par ailleurs, 
ces gènes pourraient également provenir de P. popillae, comme cité ci dessus(Patel et al., 
2000). De plus, il a été montré que l’utilisation excessive d’ampicilline a probablement
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entraîné la dissémination des gènes de résistance à cet antibiotique à partir d’Escherichia coli 
jusqu’aux pathogènes Gonococci et Haemophilius influenzae(Jacoby and Archer, 1991). 
 
 La plasticité génomique chez les microorganismes est permise par différents 
mécanismes moléculaires permettant une dynamique importante de leur génome. 
 
 
1) Mutation naturelle du génome 
 
 Il a été établi que les génomes bactériens possèdent une fréquence élevée de mutation. 
En effet, lorsque l’ADN bactérien se réplique, des substitutions de bases peuvent avoir lieu 
avec une fréquence estimée à 10
-9
par paire de bases répliquée(Bridges, 2001). Cette fréquence 
de mutation permet l’apport de nouveaux déterminants génétiques de résistance comme une 
modification de la cible de l’antibiotique, une augmentation de l’expression des systèmes 
d’efflux de l’antibiotique ou encore une modification de certaines voies métaboliques cibles. 
Ainsi, les bactéries peuvent s’adapter rapidement à la présence de l’antibiotique dans leur 
milieu et mettre en place un système de résistance à cet antibiotique. Il a été montré que les 
souches bactériennes résistantes aux fluoroquinolones possédaient souvent des mutations 
ponctuelles au niveau de la cible de ces antibiotiques. Les fluoroquinolones vont interagir 
avec l’ADN gyrase et la topoisomérase IV, inhibant ainsi la réplication de l’ADN bactérien et 
son surenroulement(Gellert et al., 1977; Peng and Marians, 1993). La résistance à ces 
antibiotiques est corrélée à des mutations au niveau d’une région appelée Quinolone 
Resistance Determinant Region ou QRDR des gènes gyrA et parC, codant respectivement 
pour une sous-unité de l’ADN gyrase et de la topoisomérase IV(Piddock, 1999). Chez 
Campylobacter jejuni, une seule mutation dans la région QRDR de gyrA permet un haut 
niveau de résistance à l’enrofloxacine, appartenant à la famille des fluoroquinolones(Payot et 
al., 2002).  
 De plus, les bactéries en réponse au stress peuvent entrer dans un état d’hypermutation 
de leur génome. Ce mécanisme, appelé réponse SOS, implique des ADN polymérases 
alternatives et moins fidèles(Friedberg et al., 1995). Cet état d’hypermutation va favoriser 
l’apparition de variants résistants(Bridges, 2001). Certains antibiotiques comme les 
fluoroquinolones induisent cette réponse SOS et l’entrée en phase d’hypermutation chez E. 
coli et Salmonella typhimurium(Beaber et al., 2004; Ysern et al., 1990). Chez Pseudomonas 
aeruginosa, bactérie pathogène opportuniste Gram négative, l’entrée en phase 
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d’hypermutation est due aux nombreux stress que la bactérie subit au cours de l’infection 
qu’elle provoque et en particulier la réponse immunitaire de l’hôte et la présence de différents 
antibiotiques utilisés durant le traitement de cette infection. 36% des patients subissant une 
infection chronique à P. aeruginosa sont colonisés par une souche hypermutable et les 
phénotypes d’hypermutation sont directement corrélés avec les résistances multiples aux 
antibiotiques(Oliver et al., 2000).  
 
 
2) Les éléments génétiques mobiles 
 
 Les bactéries possèdent de nombreux éléments génétiques mobiles dans leur génome, 
dont certains contiennent des déterminants de résistance aux antibiotiques. De plus, chez les 
bactéries à Gram positif, ces éléments mobiles peuvent contenir de nombreux déterminants de 
résistances différents. On parle alors d’un phénomène de « Bundling » (packaging ou 
empaquettement)(Rice, 2000). Ce phénomène favorise la dissémination de résistance par 
transferts horizontaux.  
 Les transferts de résistances dus aux plasmides autotransférables se rencontrent 
majoritairement chez les bactéries à Gram positif : ces plasmides sont, par exemple, 
responsables de l’acquisition de résistance à la gentamycine et aux β-lactames chez E. 
faecalis(Rice and Murray, 1995) et de résistances à la gentamycine et à la mupirocine chez les 
Staphylococci(Udo and Jacob, 1998). La prédiction de certaines résistances aux antibiotiques 
peut être établie par l’identification de ces plasmides. En effet, les déterminants de résistance 
à la gentamycine et aux β-lactames sont souvent codés par le même plasmide chez 
Enterococcus faecalis : un isolat résistant aux β-lactames est également souvent résistant à la 
gentamycine. Les plasmides autotransférables à spectre large ont, quant à eux, la capacité à 
être transférés à plusieurs espèces bactériennes différentes. Par exemple, le plasmide TEM-1, 
portant une résistance aux β- lactames, s’est répandu très largement dans 60% des 
Entérobactéries et dans quelques souches de P. aeruginosa et H. influenziae(Livermore, 
1995).  
 Les transposons sont de petits segments d’ADN capables de se déplacer et de se 
multiplier de manière autonome dans le génome. Le phénomène de transposition peut avoir 
lieu de deux manière différentes : la transposition conservatrice entraîne le transfert d’une 
séquence d’ADN d’un site à un autre, tandis que la transposition réplicative entraîne le 
transfert de l’élément transposable d’un site à l’autre, tout en conservant une copie de la
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séquence d’ADN au site originel. Tous les transposons contiennent l’information nécessaire à 
leur transposition, c’est à dire, dans le cas le plus simple, un gène codant pour une transposase 
flanqué de part et d’autre de séquences inversées répétées. La transposase coupe et referme 
l’ADN au niveau de courtes séquences qu’elle reconnaît comme étant des sites de 
recombinaison spécifiques entre le transposon et le chromosome. Ces sites sont toujours 
composés de séquences directes répétées spécifiques de leurs transposases. Les transposons 
complexes peuvent porter des gènes sans lien avec la transposition, comme des gènes de 
résistance aux antibiotiques. Ces transposons sont très répandus chez les bactéries à Gram 
positif et constituent l’exemple type du phénomène de « Bundling ». Chez E. faecalis, le 
transposon Tn5385 est un élément génétique d’environ 65 kilo-paires de bases codant pour 
plusieurs résistances aux antibiotiques : streptomycine, tétracycline, gentamycine, 
érythromycine, β-lactames; ainsi que pour la résistance au mercure chlorhydrique. Cet 
élément mobile est en fait un regroupement de plusieurs transposons(Rice, 2000). 
 Les intégrons sont des éléments génétiques constituant un système de capture et 
d’expression de gènes sous forme de cassettes. Ces cassettes sont des éléments mobiles 
capables d'être intégrés ou excisés d’un intégron par un mécanisme de recombinaison 
spécifique de site, effectué par une intégrase. Les intégrons ont surtout été étudiés chez les 
bactéries à Gram négatif mais ont aussi été mis en évidence chez les bactéries à Gram positif 
(Corynebactéries, Entérocoques). Les intégrons jouent un rôle important dans la 
dissémination des déterminant génétiques de résistance aux antibiotiques, par exemple lors de 
la dissémination des résistances aux sulfamides et à la streptomycine(Hall, 1997). 
Récemment, on a découvert chez Vibrio cholerae des “superintégrons” portant une centaine 
de cassettes codant, entre autres, pour différentes résistances aux antibiotiques(Rowe-Magnus 
et al., 1999). 
 L’identification de ces différents éléments mobiles chez les bactéries a permis 
d’observer que les déterminants génétiques de résistances aux antibiotiques sont souvent 
concentrés et donc facilement transférables en bloc. De plus, tous ces éléments génétiques 
mobiles peuvent « s’entremêler » : un transposon peut se transposer dans un chromosome, un 
plasmide, un intégron ou encore, dans un autre transposon. Par ailleurs, les bactéries sont 
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3) Les mécanismes de transfert d’ADN 
 
 La dissémination des éléments mobiles ou de mutations a lieu via différents mécanismes 
de transfert d’ADN.  
 La transduction, mécanisme de transfert d’ADN médié par les bactériophages, a été 
proposée comme étant à l’origine de la dissémination rapide des résistances aux β-lactames 
chez les Staphylocoques. La plupart des plasmides codant pour la production de β-lactamases 
font en effet 35 à 40 kilo-paire de bases, ce qui correspond à la taille moyenne des génomes 
de bactériophages(Lyon and Skurray, 1987). 
 La transformation, capture d’ADN présent dans le milieu extérieur par la bactérie, est 
supposée être à l’origine de la résistance à la pénicilline chez S. pneumoniae(Dowson et al., 
1989). Si peu de bactéries ont la capacité d’être naturellement compétentes pour ce 
mécanisme de transfert d’ADN, certaines espèces sont dites à hautes fréquences de 
transformation : c’est le cas des espèces du genre Bacillus ou Streptomyces, qui peuvent 
intégrer ou relâcher une grande quantité d’ADN. Cet ADN relâché dans l’environnement peut 
résister aux DNases durant plusieurs mois(Lorenz and Wackernagel, 1994). 
 La conjugaison, transfert de molécules d’ADN entre deux bactéries en contact direct, 
peut concerner des plasmides (appelés conjugatifs), des transposons ou des segments d’ADN 
chromosomique. Les transferts par conjugaison peuvent être à spectre très large. Par exemple, 
le transposon conjugatif Tn916 peut se propager dans 50 espèces bactériennes différentes, 
réparties sur 24 genres différents(Clewell et al., 1995; Salyers and Shoemaker, 1996). 
 
 
 La grande plasticité génomique de leur génome permet aux bactéries d’échanger des 
déterminants génétiques de résistance aux antibiotiques. Ces échanges se produisent au niveau 
des niches écologiques dans lesquelles cohabitent de nombreuses espèces de bactéries, 
facilitant ainsi les disséminations inter-espèces.  
 
  











Fig.2 : Les différents modes d’action des antibiotiques sur les cellules microbiennes, d’après 
(Peters et al., 2010).  
(A) Perturbation de l’intégrité membranaire : (1) insertion dans la membrane, (2) alignement 
des séquences hydrophobes, (3) formation de pores. 
(B) Inhibition de la synthèse de l’ADN. 
(C) Inhibition de la synthèse de l’ARN. 
(D) Blocage de la synthèse de la paroi bactérienne. 
(E) Inhibition des fonctions ribosomiques et de la synthèse protéique. 
(F) Blocage des protéines chaperonnes nécessaires au repliement adéquat des protéines. 
(G) Ciblage de la mitochondrie : (1) Blocage de la respiration cellulaire et induction de la 
formation de dérivés réactifs de l’oxygène, (2) perturbation de l’intégrité membranaire de la 
paroi de la mitochondrie et de l’efflux de l’ATP et du NADH. 
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II) Les antibiotiques ciblant l’enveloppe bactérienne 
 
 Les antibiotiques agissent sur les mécanismes essentiels à la vie de la bactérie : 
réplication, transcription, synthèse protéique, métabolisme intracellulaire et maintien de 
l’intégrité membranaire (Fig.2). 
 Au cours de ma thèse, nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux 
antibiotiques ciblant l’enveloppe bactérienne, comme, par exemple, la bacitracine. 
 
 
A) L’enveloppe bactérienne 
 
1) Composition et caractéristiques 
 
 L’enveloppe bactérienne est une structure entourant et protégeant le cytoplasme de la 
bactérie. La composition de cette enveloppe différencie les bactéries à Gram positif des 
bactéries à Gram négatif (Fig.3). Les deux types d’enveloppe bactérienne sont constitués 
d’une membrane plasmique interne à laquelle est associée une paroi cellulaire. Dans le cas des 
bactéries à Gram négatif cette dernière est constituée de quelques couches de peptidoglycane 
puis d'une membrane externe. Par contre la paroi cellulaire des bactéries à Gram positif est 
constituée uniquement d'une épaisse couche de peptidoglycane qui forme une structure 
homogène et rigide restant cependant perméable aux petites molécules. Dans le cas des 
bactéries à Gram négatif c'est la membrane externe supplémentaire qui renforce 
l’imperméabilité de la cellule à de nombreuses drogues et antibiotiques. 
 
 
a) La paroi bactérienne 
 
 C’est une structure semi-rigide complexe conférant forme et rigidité à la cellule et 
protégeant la membrane plasmique. Elle est composée d’un réseau macromoléculaire, le 
peptidoglycane ou muréine. Le peptidoglycane est constitué d’une répétition d’un 
disaccharide, formant des chaînes reliées entre elles par des polypeptides (Fig.4). Cet 
assemblage en treillis enveloppe toute la cellule et lui confère une résistance suffisante pour 
contrer la forte pression osmotique intracellulaire. Ainsi, l’absence de paroi provoque 
rapidement une lyse de la cellule. La mobilité bactérienne nécessite également la présence de 
cette paroi. En effet, les structures flagellaires permettant cette mobilité ont besoin d’exercer
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Fig.4 : Structure du peptidoglycane chez une bactérie à Gram positif. 
Le squelette glucidique (partie glycane de la molécule) et le tétrapeptide latéral (partie 
peptidique) forment le peptidoglycane. La fréquence des ponts peptidiques et le nombre 
d’acides aminés qu’ils contiennent varient selon les espèces bactériennes. Les petites flèches 
indiquent les liaisons qui se forment normalement entre les rangées de peptidoglycane et les 
ponts peptidiques, et dont la pénicilline empêche la formation. 
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une force sur une surface solide afin de permettre le mouvement. La paroi joue également un 
rôle important lors de la division cellulaire ou de la sporulation, essentiellement chez les 
bactéries à Gram positif. Chez ces dernières, la formation du septum de division, et donc la 
séparation finale des deux cellules filles, se fait par synthèse de peptidoglycane. D’autre part, 
l’étape de confinement de la spore naissante ou «engulfment » est également dépendante 
d’une synthèse accrue de peptidoglycane. 
 De nombreuses autres molécules sont présentes dans la paroi (Fig.4). Chez les bactéries 
à Gram négatif, on trouve essentiellement une molécule lipoprotéique nommée lipoprotéine 
de Braun. Cette protéine a un rôle structural car elle relie la mince couche de peptidoglycane à 
la membrane externe maintenant ainsi un espace constant entre ces deux structures. Elle 
contribue donc à la stabilité et à la rigidité de l’enveloppe(Braun, 1975). Chez les bactéries à 
Gram positif, on trouve d’autres polymères dans la paroi, comme les acides téichoiques, 
teichuroniques et lipotéichoiques. Les acides téichoiques sont formés d’un alcool (le glycérol 
ou le ribitol) et de phosphate et se fixent à la couche de peptidoglycane via les résidus N-
acétylmuramique de celui-ci. Les acides teichuroniques sont également constitués de glycérol 
ou ribitol mais connecté par de l’acide uronique. Les acides téichoiques et teichuroniques 
jouent un rôle dans la croissance de la cellule en empêchant la détérioration massive de la 
paroi et lui confèrent la majeure partie de sa spécificité antigénique. Les acides 
lipotéichoiques, enfin, sont aussi très similaires aux acides téichoiques mis à part qu’une de 
leur extrémité possède un acide gras qui permet d’ancrer la molécule au niveau de la 
membrane plasmique. Ceci augmente la stabilité et le maintien du peptidoglycane autour de la 
membrane plasmique. 
 
b) La membrane plasmique 
 
 La membrane interne est composée d’une bicouche de phospholipides et contient 
diverses protéines. Cette membrane est hydrophobe, fluide et fonctionne comme une barrière 
qui empêche la fuite des constituants hydrophiles cytoplasmiques. Elle est également à la base 
de tous les échanges s’effectuant entre la bactérie et son milieu extérieur (Fig.4).  
 Les phospholipides et les protéines constituants la bicouche ne sont pas immobiles mais 
se déplacent librement dans le plan de la membrane. Chez B. subtilis, parmi les 
phospholipides on trouve majoritairement les phosphatidyléthanolamines (PE) et les 
phosphatidylglycérols (PG) qui représentent à eux deux 65 % des phospholipides






Fig.5 : Représentation schématique de la biosynthèse de la paroi cellulaire. 
La synthèse débute dans le cytoplasme par la conversion de l’UDP-N- acétylglucosamine 
(UDP- GlcNAc) en UDP-NAM-pentapeptide (UDP-MurNAc) catalysée par l’action 
séquentielle des enzymes MurA-F. La formation du dipeptide D-ala-D-ala ajouté à l’extrémité 
du pentapeptide est réalisée par DdlA, qui procède à la dimérisation de ces deux résidus. Le 
lipide I est ensuite formé sur la face interne de la membrane grâce à l’action de l’enzyme 
MraY, qui va lier le UDP-MurNAc-pentapeptide à l’Undecaprénol-Phosphate ou transporteur 
lipidique (C55-P). Puis, la translocase MurG lie une molécule d’UDP-N-acétylglucosamine 
(UDP- GlcNAc) au lipide I, générant ainsi le lipide II (UPP-MurNac- GlcNAc – 
pentapeptide). Le lipide II est alors transloqué à travers la membrane par un mécanisme 
inconnu. Du côté externe de la membrane, les monomères de peptidoglycane sont incorporés 
dans le réseau de peptidoglycane grâce à l’action des PBPs (Penicillin Binding Proteins) par 
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membranaires. La proportion restante correspond à des cardiolipines et à une forme estérifiée 
de PG(Mendoza et al., 2002). 
 Les protéines de la membrane peuvent être disposées de différentes façons. Les 
protéines périphériques sont situées à la surface interne ou externe de la membrane et peuvent 
jouer un rôle d’enzymes, de molécules structurales ou encore modifier la forme de la 
membrane lors des mouvements de la cellule. Les protéines intrinsèques s’enfoncent dans la 
bicouche de phospholipides et portent le nom de protéines transmembranaires. C’est le cas 
des protéines de détection des conditions du milieu extérieur (senseurs), dont nous parlerons 
plus en détails, et des protéines de transports intervenant dans l’obtention de nutriments 
essentiels. 
 Une des caractéristiques importantes de la membrane cytoplasmique est qu’elle est 
imperméable aux protons. Cette propriété est utilisée par la bactérie afin d’énergiser la 
membrane. Ainsi, les systèmes enzymatiques nécessaires à la transmission d’énergie et à la 
phosphorylation oxydative sont retrouvés dans la membrane. Ces enzymes permettent à la 
bactérie de synthétiser l’ATP, molécule énergétique indispensable à de nombreux transports 
et activités enzymatiques. 
 Contrairement aux membranes plasmiques des cellules eucaryotes qui sont neutres, les 
membranes plasmiques bactériennes ont la caractéristique de présenter à leur surface une 
charge nette négative due aux divers groupements phosphates des phospholipides anioniques. 
Cette propriété est largement utilisée par de nombreux antibiotiques ciblant spécifiquement 
ces membranes bactériennes. 
 
 
2) Synthèse du peptidoglycane 
 
 Le mécanisme de synthèse du peptidoglycane est conservé dans l’ensemble des 
bactéries mais n'est pas retrouvé chez les autres organismes. Ces caractéristiques ainsi que le 
rôle important du peptidoglycane chez les bactéries en font une cible majeure pour les 
antibiotiques(Koch, 2003). 
 Les précurseurs monomériques de peptidoglycane sont synthétisés dans le cytoplasme 
bactérien puis transloqués au travers de la membrane plasmique afin de renouveler 
constamment le peptidoglycane préexistant. Les couches naissantes sont donc proches de la 
membrane cytoplasmique et les anciennes couches font face au milieu extracellulaire. Chez B. 
subtilis, la synthèse de peptidoglycane se fait de manière hélicoïdale(Leaver and Errington,












Fig.6 : Les étapes cytoplasmiques de la biosynthèse du peptidoglycane. 
La biosynthèse du peptidoglycane implique les enzymes Mur A-G, ainsi que la protéine 
transmembranaire MraY. Les différents domaines des ligases Mur sont indiqués en couleurs 
distinctes (domaine N-ter : rouge, domaine de liaison à l’ATP : orange, domaine C-ter : vert). 
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 2005). Des auteurs sont parvenus à la suivre en utilisant notamment des antibiotiques 
peptidiques ciblant cette synthèse de paroi et marqués avec des fluorochromes(Tiyanont et al., 
2006). Cette synthèse ordonnée du peptidoglycane détermine la forme de la bactérie (un 
bâtonnet dans le cas de B. subtilis). 
 On distingue plusieurs étapes dans cette synthèse de peptidoglycane suivant leur 
localisation cellulaire. Les étapes primaires permettent la synthèse du précurseur 
monomérique de peptidoglycane ; l’étape secondaire consiste en la translocation de ces 
monomères à travers la membrane plasmique vers l’espace périplasmique ; et les dernières 
étapes consistent en l’assemblage des précurseurs monomériques en polymères et des couches 
de peptidoglycane (Fig.5). 
 
 
a) Formation du précurseur monomérique 
 
 La synthèse du précurseur du peptidoglycane implique plus de 10 réactions réalisées 
dans le compartiment cytoplasmique(Matteï et al., 2010).  
 Le processus débute par la formation d’UDP-N-acétylglucosamine (UDP- GlcNAc), 
auquel va être lié une molécule de phosphoenolpyruvate par l’action d’une énolpyruvate 
transférase (MurA). Cette molécule est ensuite transformée en UDP-N-acide-
acétylmuramique (UDP-NAM) grâce à l’enzyme MurB, une réductase. Une chaîne 
pentapeptidique est ensuite directement générée sur l’UDP-NAM via l’action consécutive des 
enzymes MurC, D, E, F appartenant à une famille d’acides aminées ligases ATP dépendantes 
(Fig.6). L’extrémité du pentapeptide est constituée de deux D-ala, qui sont ajoutées à la 
chaîne peptidique par une D-alanine ligase. Les Mur ligases possèdent une structure 3D 
similaire, avec un domaine N-terminal liant le précurseur UDP- NAM, un domaine central 
reconnaissant l’ATP et une domaine C-terminal reconnaissant les acides aminés ajoutés sur le 
précurseur(Barreteau et al., 2008). 
 La molécule ainsi formée, l’UDP-NAM-pentapeptide (UDP-MurNAc), est le substrat de 
la protéine intégrale de membrane MraY, qui va le lier au transporteur lipidique, 
undecaprénol-phosphate (UP), également appelé C55-P. Comme nous le verrons, l’UP joue un 
rôle de translocateur essentiel dans le transport du précurseur du cytoplasme vers l’espace 
périplasmique. De cette fixation de l’UDP-NAM-pentapeptide à l’UP résulte une molécule à 
localisation subcellulaire, l’UPP-NAM-pentapeptide, ou lipide I, et où le translocateur 
lipidique est sous forme pyrophosphorylée (UPP pour Undécaprényl-PyroPhosphate). 














Fig.7 : Le précurseur de peptidoglycane (ou lipide II) chez Bacillus subtilis. 
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 La dernière étape de formation du précurseur du côté cytoplasmique implique le 
transfert d’une molécule d’UDP-N-acétylglucosamine (UDP- GlcNAc) à l’UPP-NAM-
pentapeptide, réalisé par la protéine MurG. La molécule UPP-MurNAc- GlcNAc-
pentapeptide, ainsi générée, est appelée plus simplement lipide II (Fig.7) et constitue la 
dernière forme du précurseur associé à la membrane avant la translocation(Bouhss et al., 
2008; Scheffers and Pinho, 2005).  
 
 
b) Translocation du précurseur monomérique 
 
 Comme nous avons pu le voir, l’assemblage du lipide II est entièrement réalisé du côté 
cytoplasmique, alors que la polymérisation des monomères de peptidoglycane se déroule du 
côté externe de la membrane. Les enzymes catalysant l’assemblage du peptidoglycane ont en 
effet été localisées du côté externe chez B. subtilis(Harrington and Baddiley, 1983). Ainsi, une 
des étapes majeures de la synthèse du peptidoglycane consiste en la translocation du lipide II 
du feuillet interne vers le feuillet externe de la membrane et les mécanismes impliqués dans 
cette translocation sont peu connus. 
 Le lipide d’ancrage du précurseur, l’undécaprénylpyrophosphate (ou UPP), appartient à 
la famille des polyisoprénylphosphates. Ces molécules fortement hydrophobes sont 
constituées d’un assemblage de sous-unités isoprènes avec une extrémité hydrophile formée 
de deux groupements phosphates. Cette famille regroupe un grand nombre de molécules 
lipidiques qui se différencient par le nombre de sous-unités isoprènes qui les constituent et 
donc par la taille de leur chaîne carbonée. L’UPP, quant à lui, est constitué de 11 sous-unités 
isoprènes constituant une chaîne de 55 carbones ce qui a conduit à le nommer également C55- 
Isoprénylpyrophosphate. L’enzyme catalysant la polymérisation finale de ces sous-unités en 
UPP a été caractérisée chez E. coli et se nomme UppS pour UPP synthase(Kato et al., 1999; 
Fujihashi et al., 2001). Les premières études biochimiques du comportement de ces lipides 
polyisoprènes dans la bicouche lipidique ne mettent pas en évidence leur possible capacité à 
se transloquer entre les deux feuillets de la membrane(McCloskey and Troy, 1980; Hanover 
and Lennarz, 1979). Cependant, les propriétés physiques de l’UPP et sa grande chaîne 
hydrophobe sont compatibles avec une translocation par diffusion passive du lipide. Le 
précurseur monomérique MurNAc- GlcNAc-pentapeptide fixé à l’UPP adopte une 
conformation compacte avec une surface fortement hydrophobe, ce qui pourrait faciliter la 
diffusion passive du lipide II entre les feuillets membranaires. Cette hypothèse de diffusion
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passive est fortement contestée par le rendement important nécessaire à la cellule pour 
renouveler constamment son peptidoglycane. De plus, il a été récemment établi, par des 
expériences de fluorescence, que le lipide II est transloqué à travers la membrane(van Dam et 
al., 2007). L’existence d’un mécanisme actif de transport du lipide II par un transporteur ABC 
(ATP-Binding-Cassette) ou une flippase membranaire a été suggéré. Cependant, il a été 
montré que la translocation du lipide II n’est ni dépendante de l’ATP, résultat à l’encontre de 
l’implication d’un transporteur ABC dans ce mécanisme, ni de la force proton motrice(van 
Dam et al., 2007). L’hypothèse la plus probable est donc l’existence d’une flippase 
membranaire dédiée à la translocation du lipide II. Cette flippase a été identifiée cette année 
chez E.coli. En effet, FtsW, qui est l’une des protéines essentielles de la machinerie de 
division bactérienne, permet également de transloquer le lipide II à travers la membrane 
cytoplasmique  (Mohammadi et al., 2011). 
 La synthèse de peptidoglycane est cruciale lors de l’élongation et la division cellulaire. 
L’allongement des cellules, qui se produit selon un axe longitudinale, est suivi, lorsque une 
longueur spécifique est atteinte, de la division cellulaire, qui a lieu au milieu de la cellule. La 
coordination spatio-temporelle de la formation de la paroi cellulaire requiert une action 
concertée entre les éléments du cytosquelette bactérien et ceux de la machinerie de 
biosynthèse du peptidoglycane.(den Blaauwen et al., 2008). Il a été clairement établi un lien 
entre la protéine MreB et les enzymes cytoplasmiques requises pour la biosynthèse du 
peptidoglycane par l’identification d’interactions entre MreB et MurG(Divakaruni et al., 
2007; Mohammadi et al., 2007). MreB est un élément essentiel du cytosquelette, s’assemblant 
en une structure filamenteuse à l’intérieur du cytoplasme(van den Ent et al., 2001; Esue et al., 
2005)., formant une hélice tout autour de la cellule et jouant ainsi un rôle clé dans la 
maintenance de la morphologie de la cellule(Carballido-López and Errington, 2003; Gitai et 
al., 2004).Les enzymes MurB, C, D, E, F, G sont localisées dans le cytoplasme d’une manière 
dépendante du comportement des filaments de MreB, suggérant l’existence d’interactions 
avec le cytosquelette. De plus, MurF interagît avec MurG et la protéine transmembranaire 
MraY (White et al., 2010). Ces résultats suggèrent l’existence potentielle d’un complexe 
cytoplasmique impliquant les protéines solubles Mur, les protéines transmembranaires Mur G 
et MraY et la protéine du cytosquelette MreB. Ce complexe pourrait non seulement limiter la 
diffusion des intermédiaires solubles du peptidoglycane mais aussi les canaliser vers la face 
interne de la membrane facilitant ainsi le transport du lipide II vers le périplasme.  
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c) Polymérisation du peptidoglycane 
 
 Une fois du côté externe de la membrane plasmique, le lipide II va subir deux réactions : 
la polymérisations des chaines de glycane et la liaison entre les différentes queues peptidiques 
(Fig.5 et Fig.6). 
 Les transglycosylations, catalysées par les transglycosylases, permettent tout d’abord de 
relier les composés sucrés des précurseurs (NAM-GlcNac) entre eux afin de former une 
chaîne glycosidique entre les différents monomères (NAM- GlcNac -NAM- GlcNac...). Ces 
liaisons sont de type β1-4 et leur longueur peut varier d’une bactérie à l’autre. S. aureus 
assemble par exemple 20 unités disaccharidiques (NAM- GlcNac) alors que B. subtilis 
polymérise jusqu’à 100 unités de ce type(Ward, 1973; Tipper and Strominger, 1968).  
 Puis, l’intervention de transpeptidases, permet la formation de liaisons covalentes entre 
les différentes unités pentapeptidiques des précurseurs. Cette liaison est directe chez B. 
subtilis ou E. coli : le résidu D-alanine en 4
ème
 position d’un premier précurseur est ainsi relié 
au résidu meso-acide diaminopimélique en 3
èmeposition d’un autre précurseur.  
 Enfin, la maturation du peptidoglycane est complétée par des carboxypeptidases 
pouvant cliver les résidus D-alanine sur les pentapeptides. Suivant les bactéries, la proportion 
de chaînes pentapeptidiques reliées entres elles dans la paroi varie énormément. Elle est 
généralement faible (20 %) pour les bactéries à Gram négatif, alors qu’elle est maximale 
(proche de 100%) chez les bactéries à Gram positif(Labischinski and Maidhof, 1994).  
 
 
 Les PBPs ou Penicillin Binding Proteins 
 
 Les enzymes participant à la polymérisation du peptidoglycane sont des protéines 
appartenant à la famille des PBPs, nommées ainsi car elles sont les cibles d’antibiotiques de la 
famille de la pénicilline, les β-lactames. Les bactéries possèdent un nombre variable de PBPs 
et, depuis que le séquençage de nombreux génomes bactériens a été réalisé, le nombre de 
PBPs de chaque bactérie est bien connu. Par exemple, B. subtilis en possèdent 16, alors que E. 
coli en possèdent 3 et Neisseria gonorrhoeae seulement 4(Sauvage et al., 2008). Les PBPs ont 
été divisées en deux grandes catégories : les PBPs de hauts poids moléculaires ou HMM (> à 
60 kilodalton) et les PBPs à petits poids moléculaires ou LMM (< à 60 kilodalton). 
 Les PBPs HMM sont multimodulaires et plurifonctionnelles. Elles sont responsables de 
la polymérisation du peptidoglycane et de son insertion dans la paroi cellulaire préexistante
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(Goffin & Ghuysen, 1998;. Born et al, 2006). Leur topologie est constituée d'une queue 
cytoplasmique, d’une ancre transmembranaire, et deux domaines, portant les fonctions 
enzymatiques, situés sur la surface externe de la membrane cytoplasmique où a lieu la 
synthèse du peptidoglycane(Goffin and Ghuysen, 1998; Macheboeuf et al., 2006). Les PBPs 
HMM sont réparties en deux classes en fonction de la structure et de l'activité catalytique de 
leur domaine N-terminal.  
 Les PBPs de classe A sont bi-fonctionnelles avec une activité transglygosylase portée 
par leur partie N-terminale et une activité transpeptidase sur leur partie C-terminale(Goffin 
and Ghuysen, 1998). Les bactéries à Gram positif et faible taux de G+C (Firmicutes) ont pour 
la plupart plusieurs PBPs de classe A. Cette redondance vient probablement du fait que ces 
PBPs interviennent dans une fonction essentielle de la bactérie. Par exemple, B. subtilis 
possède quatre PBPs de classe A, dont PBP1 qui fait partie de la machinerie de division 
cellulaire et est nécessaire à la formation du septum asymétrique lors de la 
sporulation(Scheffers and Errington, 2004). 
 Les PBPs de classe B ont également un domaine C-terminal à activité transpeptidase 
mais la fonction de leur domaine N-terminal n’est pas totalement élucidée. Ce domaine est 
supposé jouer un rôle dans la morphogenèse des cellules en interagissant avec d'autres 
protéines impliquées dans le cycle cellulaire(Höltje, 1998; den Blaauwen et al., 2008; Zapun 
et al., 2008). Beaucoup de PBPs de classe B interviennent dans la formation de 
peptidoglycane lors de processus cellulaires spécifiques. Chez B. subtilis, la protéine 
PBP2best spécifique à l’assemblage et au fonctionnement de la machinerie de division 
cellulaire(Daniel et al., 2000), alors que la PBP-SpoVD est requise pour la synthèse du 
peptidoglycane du cortex recouvrant la spore(Daniel et al., 1994).  
 Les LMM, ou PBPs de classe C, peuvent exercer des activités carboxypeptidase et/ou 
endopeptidase, clivant les liaisons peptidiques à l’intérieur du pentapeptide dans le but de 
réguler la polymérisation du peptidoglycane(Sauvage et al., 2007; Chen et al., 2009). Chez B. 
subtilis, on trouve six gènes codant pour des PBPs LMM. PBP4 est une endopeptidase clivant 
les ponts reliant deux chaînes de glycane et PBP5, la D-D- carboxypeptidase majeure, clivant 
les chaînes pentapeptidiques non reliées en les réduisant en tripeptides(Lawrence and 
Strominger, 1970; Todd et al., 1985). Deux autres carboxypeptidases similaires à PBP5 sont 
présentes chez B. subtilis: PBP5* intervient plus spécifiquement lors de la synthèse de 
peptidoglycane de la spore naissante(Popham et al., 1995) et DacF régule le degré de 
réticulation du peptidoglycane des spores(Popham et al., 1999). Enfin, PBP4* et PBPX sont 
supposées agir comme des endopeptidases pouvant cliver les liaisons croisées reliant les
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 Renouvellement des couches de la paroi 
 
 Il a été montré que les couches les plus anciennes sont poussées vers la surface externe 
de la paroi au fur et à mesure que de nouvelles couches sont ajoutées du côté interne. Les 
couches parvenant à la surface externe sont dégradées et relâchées dans le milieu 
extracellulaire.  
 L’activité de synthèse de peptidoglycane n’est pas uniforme sur toute la surface 
cellulaire. Pendant la croissance, elle est par exemple plus faible au niveau des pôles et lors de 
la division cellulaire, elle est concentrée au centre de la cellule et permet la formation du 
septum. Ceci a été montré en observant la localisation des PBPs pendant le cycle cellulaire. 
Chez B. subtilis, les PBPs de classe A sont généralement localisées au site de 
septation(Pedersen et al., 1999) et chez E. coli, PBP2 est localisée au niveau de ce même site 
pendant la division cellulaire puis disparaît après la septation(Den Blaauwen et al., 2003).  
 Ce renouvellement constant des couches de peptidoglycane nécessite, outre les 
carboxypeptidases, l’action d’autres protéines appelées autolysines. Ces enzymes peuvent 
cliver spécifiquement certaines liaisons au niveau du polymère de peptidoglycane. Il existe de 
nombreuses enzymes de ce type chez E. coli et B. subtilis et elles sont classées suivant leur 
spécificité de substrat. On trouve des muramidases, des hydrolases, des transglycosylases 
lytiques, des amidases et plusieurs endopeptidases(Höltje, 1998; Smith et al., 2000). Le 
renouvellement des couches de peptidoglycane nécessite l’action des autolysines car elles 
permettent l’ouverture d’espaces dans la structure. Chez B. subtilis, l’autolysine LytC pourrait 
jouer ce rôle(Smith et al., 2000).  
 
 
d) Régénération du translocateur lipidique 
 
 L’étape qui termine la biosynthèse du peptidoglycane est la régénération de 
l’undecaprénol-phosphate (UP), seule molécule capable de fixer un nouveau précurseur 
NAM-pentapeptide. Une fois le précurseur monomérique (NAM-GlcNac-pentapeptide) 
transloqué et incorporé dans la paroi, l’UPP formé doit, d’une part, retrouver sa forme















Fig.8 : Dernière étape du cycle de biosynthèse du peptidoglycane, la régénération du 
translocateur lipidique. Undécaprényl phosphate : UppP, UPP Phosphatase : UppS, UPP 
synthase : pep, pentapeptide; PBPs : Penicillin Binding Proteins. 
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monophosphorylée, UP, et d’autre part, être transloqué à nouveau dans le feuillet interne de la 
membrane (Fig.8).  
 De nombreuses études ont permis de caractériser les enzymes intervenant dans la 
déphosphorylation de l’UPP en UP. Ces enzymes sont des protéines membranaires nommées 
UPP Phosphatases et sembleraient agir du côté externe de la membrane cytoplasmique(Tatar 
et al., 2007). Leur activité étant extrêmement importante pour les microorganismes, ces 
derniers possèdent de manière redondante plusieurs UPP phosphatases appartenant à des 
familles différentes. Ainsi E. coli, en possède 4 nommées BacA, PgpB, YbjG et YeiU. 
L’absence de trois d’entres elles (BacA, PgpB et YbjG) est létale pour la cellule (El Ghachi, 
Derbise, Bouhss, & Mengin-Lecreulx, 2005). Ces protéines ont toutes 5 à 8 fragments 
transmembranaires et appartiennent à deux familles différentes.  
 BacA, qui fait partie de la première famille, est responsable à elle seule de 75% de 
l’activité UPP phosphatase de la cellule. Cependant, la délétion du gène codant pour BacA, 
chez cette bactérie, n’est pas létale, car elle est compensée par la présence de 3 autres UPP 
phosphatases(El Ghachi et al., 2004). Les différentes proteines BacA identifiées 
respectivement chez E.coli, S. aureus et S. pneumoniae sont très similaires(Chalker et al., 
2000). La protéine hypothétique YubB de B. subtilis est un homologue de BacA et est 
supposée comme essentielle à la survie de cette bactérie (Cao and Helmann, 2002).  
 La deuxième famille, à laquelle appartiennent PgpB, YbjG et Yeiu, est très bien 
caractérisée et appelée famille des Phosphatases Acides Phosphatidiques ou PAP2. Elle 
regroupe plus de 600 protéines impliquées dans de nombreuses voies métaboliques 
différentes. On y trouve la Glucose-6-phosphatase de Homo sapiens(Lei et al., 1993), une 
phosphatase acide de Mus musculus, la protéine PgpB d’E. coli qui a une double activité UPP 
phosphatase et phosphatidylglycérolphosphate phosphatase(Icho and Raetz, 1983), la 
phosphatase acide non-spécifique PhoN de Salmonella typhimurium(Kasahara et al., 1991), la 
sphingosine-1-phosphate phosphatase de H. sapiens(Ogawa et al., 2003) ou encore la 
phosphotyrosyl phosphatase de Prevotella intermedia(Chen et al., 1999). Dans cette famille, 
on trouve également BcrC de B. subtilis. D’abord classifiée comme un domaine 
transmembranaire d’un ABC transporteur, cette protéine est en fait une UPP phosphatase 
intervenant dans la résistance à la bacitracine(Bernard et al., 2005).  
 Si les mécanismes moléculaires impliqués dans la réaction de déphosphorylation de 
l’UPP en UP sont assez bien documentés, le mécanisme agissant dans la translocation de 
l’UPP libre dans le feuillet interne de la membrane reste encore inconnu et les hypothèses sur 
l’intervention ou non d’un mécanisme de transport actif restent non démontrés. 
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Fig.10 : Exemples de structure des antibiotiques non peptidiques. 
(A) Structure de la fosfomycine, avec son anneau oxirane. 
(B) Structure des pénicillines (1) et des céphalosporines (2), appartenant au groupe des β-
lactames. L’anneau β-lactame, caractéristique de cette classe est indiqué en rouge. 
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B) Diversité des antibiotiques ciblant la paroi bactérienne 
 
 Au cours des dernières décennies, plusieurs centaines d’antibiotiques naturels ont été 
répertoriés et classifiés en fonction de leur structure, leur origine, leur mécanisme d’action ou 
leur cible. Les antibiotiques ciblant la paroi bactérienne font partis de différentes catégories 
car ils peuvent être de nature non-peptidiques ou peptidiques à synthèse ribosomique ou à 
synthèse non ribosomique (Fig.9). 
 
 
1) Les antibiotiques non peptidiques 
 
 Bien que contenant parfois des acides aminés ces antibiotiques ne sont pas des peptides. 
Par exemple, les β-lactames possèdent un même site actif, constitué de l’association d’une 
cystéine et d’une valine donnant une structure type lactone et nommé anneau β-lactame 
(Fig.10). L’exemple le plus connu des β-lactames est la pénicilline synthétisée par le 
champignon Penicillium chrysogenum. Dans ce groupe, on trouve également les 
céphalosporines et les pénèmes.  
 La fosfomycine ou acide phosphonique est synthétisée chez les Streptomyces par un 
mécanisme de synthèse faisant intervenir des réactions d’oxydations catalysées par des 
époxydases à Fer(Liu et al., 2004). La caractéristique structurale de cet antibiotique est la 
présence d’un anneau oxirane (Fig.10) 
 
 
2) Les antibiotiques peptidiques à synthèse ribosomique 
 
 Les antibiotiques de ce groupe peuvent aussi bien être synthétisés par les 
microorganismes, les plantes, les insectes ou les animaux. Cependant, leurs séquences 
primaires sont peu similaires entre elles, ce qui suggèrerait que chaque antibiotique est adapté 
à l’environnement dans lequel il est produit ou à l’espèce bactérienne cible de la niche 
écologique(Hancock and Chapple, 1999). Ainsi, la grande répartition de cette classe 
d’antibiotique dans le monde du vivant peut être directement reliée à leur capacité à apporter à 
l’organisme producteur une immunité innée contre une menace microbienne 
spécifique(Boman, 1995). En effet, ces molécules sont très largement synthétisées par les 
cellules immunitaires chez les eucaryotes (macrophages, neutrophiles...) et ont parfois des 
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Fig.11 : Exemples de structure de lantibiotiques : la nisine, un lantibiotique de type A et la 
mersacidine, un lantibiotique de type B. Les résidus dérivant de modifications post-
traductionnelles sont indiqués en orange (Dha : déhydroalanine ; Dhb : dehydrobutyrine). 




Fig.12 : Modifications post-traductionnelles de la nisine. 
Comme tous les autres lantibiotiques, la nisine est produite sous la forme d’un précurseur 
inactif contenant un peptide signal ou peptide leader qui dirige les modifications et le 
transport du peptide. Les modifications sont effectuées en deux étapes. Tout d'abord, la 
déshydratation des serines et des thréonines (vert) par l’enzyme NisB conduisant 
respectivement aux résidus déhydroalanine (Dha) ou déhydrobutyrine (Dhb) (orange). 
Ensuite, l’enzyme NisC catalyse la cyclisation des dehydrorésidues par l’addition de résidus 
cystéine, formant ainsi des anneaux lanthionine (Ala-S-Ala : lanthionine, Abu-S-Ala : 
méthyllanthionine). Lorsque les modifications sont terminées, l’enzyme NisT transloque le 
peptide à travers la membrane, puis NisP clive le peptide signal, conduisant à la forme finale 
de l’antibiotique : la nisine. Les cinq anneaux lanthionine de la nisine sont notés de a à e. 
D’après (Breukink and de Kruijff, 2006) 
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chimioattractives pour faciliter les réponses immunitaires. C’est le cas du LL-37, synthétisé 
par les cellules neutrophiles humaines, et qui, en plus de son activité antimicrobienne, 
participe à l’attraction des leucocytes au site d’infection(Dürr and Peschel, 2002). 
 
 Les peptides antimicrobiens à synthèse ribosomique produits par les bactéries sont 
nommés bactériocines. La plupart des bactéries à Gram positif qui produisent des 
bactériocines appartiennent au sous groupe des Firmicutes lactiques, telle que Lactococcus 
lactis(Sablon et al., 2000). Une classification plus détaillée de ces bactériocines a été proposée 
suivant leur séquence primaire. 
 Les bactériocines de classe I regroupent les peptides sujets à d’importantes 
modifications post-traductionnelles, comme c’est le cas des lantibiotiques. Ces lantibiotiques 
sont très répandus dans le groupe des Firmicutes. On y trouve par exemple la nisine de L. 
lactis, la subtiline de B. subtilis, l’épidermine de S. epidermidis, la mutacine de S. mutans ou 
encore la mersacidine de Bacillus sp. (Fig.11).  
 La biosynthèse et les modifications post-traductionnelles des lantibiotiques sont bien 
décrites (Fig.12). Ainsi, les clusters de gènes de synthèse de lantibiotiques contiennent 
toujours un gène de structure, codant pour un polypeptide précurseur ou pro-peptide, plus 
long que le peptide mature, ainsi que des gènes codant pour les enzymes nécessaires aux 
multiples modifications du pro-peptide (déshydratase, thioestérase, protéase...). Ce cluster 
contient également des gènes codant pour la sécrétion du peptide dans le milieu extérieur et 
enfin des gènes codant pour un système d’immunité conférant une résistance innée à 
l’antibiotique produit(Baba and Schneewind, 1998; Garrido et al., 1988; Sahl et al., 1995). 
Les lantibiotiques sont divisés en deux catégories en fonction de leur structure et de leur mode 
d’action(Twomey et al., 2002). Les lantibiotiques de type A, ou Nisin-like, ont un spectre 
d’action assez large et ont comme cible la membrane bactérienne en interagissant avec 
plusieurs types de molécules présentes au niveau de cette membrane. Les lantibiotiques de 
type B, ou Cinnamycin- like, sont à spectres plus étroits, surtout actifs contre les espèces 
proches de l’organisme producteur. Ils peuvent affecter spécifiquement une fonction 
essentielle chez la bactérie cible ou également perturber l’intégrité membranaire mais en 
interagissant alors avec une cible spécifique au niveau de la membrane. 
 Les bactériocines de classe II ne subissent pas de modifications post-traductionnelles. 
Ce sont de petits peptides de 20 à 60 aminoacides qui sont généralement actifs chez les 
Firmicutes. On peut distinguer 4 sous-classes nommées IIa, IIb, IIc et IId(Nes and Holo, 
2000). La sous-classe IIa est la mieux caractérisée car on y trouve des peptides présentant une



















Fig.13 : Exemples d’antibiotiques à synthèse non ribosomique. 
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forte similarité entre eux aussi bien au niveau de leur séquence primaire qu’au niveau de leur 
activité dirigée contre les espèces du genre Listeria(Ennahar et al., 2000). Les bactériocines 
de classe IIb, ou synergistines, ont la particularité de fonctionner par paires complémentaires 
de deux peptides. Ainsi, la lactacine F, produite par Lactobacillus johnsonii, provient de 
l’action simultanée des deux peptides LafA et LafX, dont les gènes de structures sont tous 
deux présents dans l’opéron laf(Abee et al., 1994). On classe globalement dans les 
bactériocines de type IIc celles qui présentent la particularité d’être sécrétées par la voie 
générale de sécrétion Sec- dépendante. Enfin, la dernière sous-classe, IId, regroupe d’autres 
bactériocines ne présentant pas de similarité particulière. 
 
 
3) Les antibiotiques peptidiques à synthèse non ribosomique 
 
 Les antibiotiques de cette nature sont exclusivement synthétisés par les bactéries et les 
champignons. Ce sont des peptides de petite taille, le plus grand découvert à ce jour étant 
l’alaméthicine, synthétisé par le champignon Trichoderma viride, qui comprend 20 
résidus(Mohr and Kleinkauf, 1978). Leur synthèse ne dépendant pas d’un transcrit de type 
ARN messager, ces antibiotiques peuvent contenir des acides aminés inhabituels, comme les 
aminoacides hydroxylés (les L- ou D-aminoacides) ou les aminoacides déshydratés. En effet, 
contrairement à la synthèse ribosomique qui utilise seulement vingt acides aminés, le 
processus de synthèse non ribosomique peut en faire intervenir plus de trois cent, résultant en 
une grande diversité de structure. De plus, au cours de leur synthèse, ces antibiotiques peuvent 
subir d’importantes modifications comme la glycosylation, l’acylation, le cyclisation ou la 
méthylation. Ce processus entraîne donc une très grande diversité de synthèse. Ainsi, il n’est 
pas rare qu’un antibiotique soit synthétisé sous forme d’un mélange de plusieurs molécules 
différentes plus ou moins actives. Par exemple, les ramoplanines (Fig.13), synthétisées par les 
Actinomycetes, se présentent sous trois formes distinctes A1, A2 et A3, différenciées au 
niveau de la taille de leur chaîne N-terminale, mais possédant une activité antimicrobienne 
très similaire(McCafferty et al., 2002). De même, la bacitracine (Fig.13), produite par B. 
licheniformis et certaines souches de B. subtilis, est également synthétisée sous plusieurs 
formes A, B, D, E, H et F, différant énormément quant à leur activité antibiotique et leur 
interaction avec la cible(Ming and Epperson, 2002). 
 
 La biosynthèse des peptides non-ribosomaux est appelée mécanisme «multi-carrier












Fig.14 : Biosynthèse non ribosomique des antibiotiques peptidiques. 
Chaque résidu aminoacide est activé par adénylation à partir d’une molécule d’ATP puis fixé 
au domaine A de chacun des modules de la peptide synthétase. La fixation du résidu est 
ensuite stabilisée par une liaison thioester entre le résidu, le cofacteur pantéthéine et le 
domaine T de chaque module. Enfin, des réactions de transpeptidations successives 
permettent l’assemblage séquentiel de la chaîne polypeptidique. D’après (Stein et al., 1996; 
Konz and Marahiel, 1999) . 
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thiotemplate » (Fig.14)(Stein et al., 1996). Il fait intervenir des complexes multienzymatiques 
appelés « non-ribosomal peptides synthetases » (NRPS) contenant plusieurs modules assurant 
la synthèse ordonnée du peptide. Chaque module enzymatique possède la capacité de 
reconnaître un résidu aminoacide, de l’activer et de le modifier si nécessaire, puis de 
l’incorporer à la chaîne peptidique naissante. Cela sous-entend que chaque module doit 
posséder un domaine spécifique dédié à la réalisation de ces différentes étapes. Ainsi, la taille 
du gène codant pour une seule peptide synthétase est très grande : 13 kbp pour le gène grsB 
de l’opéron de biosynthèse de la gramicidine S(Stachelhaus and Marahiel, 1995). 
 Lors de la biosynthèse non-ribosomique, chacun des résidus aminoacides est tout 
d’abord activé par adénylation à partir d’une molécule d’ATP, puis fixé au domaine A de leur 
module respectif. Cette fixation est ensuite stabilisée par une liaison thioester réalisée par le 
domaine T de chaque module. Enfin, l’assemblage de la chaîne peptidique se fait par des 
réactions successives et ordonnées de transpeptidations(Stein et al., 1996; Konz and Marahiel, 
1999). La libération du peptide est ensuite réalisée par le domaine Te ou thioestérase, qui va 
couper la liaison thioester reliant le peptide synthétisé au domaine T. Par ailleurs, les modules 
peuvent contenir des domaines enzymatiques supplémentaires permettant d’effectuer des 
modifications au niveau des acides aminés, comme l’épimérisation, la méthylation ou encore 
la formylation.  
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C) Diversité des modes d’action des antibiotiques ciblant la paroi 
bactérienne 
 
 L’enveloppe bactérienne est une cible majeure de nombreux antibiotiques appartenant 
aux différentes classes mentionnées ci-dessus. Certains antibiotiques ciblent directement 
l’enveloppe en perturbant son intégrité, tandis que d’autres ciblent spécifiquement les 
mécanismes d’assemblage de la paroi. 
 
 
1) Perturbation de l’intégrité membranaire 
 
 Une grande partie des antibiotiques peptidiques à synthèse ribosomique, ainsi que 
certains peptides à synthèse non-ribosomique sont amphiphiles, ce qui est à la base de leur 
mode d’action. En effet, ils ciblent préférentiellement les phospholipides chargés 
négativement, qui sont présents sur la surface externe de la membrane plasmique des cellules 
bactériennes.  
 Ces antibiotiques peptidiques et cationiques ont donc une action spécifique sur les 
membranes bactériennes. En effet, les cellules eucaryotes n’ont pratiquement pas de charges 
négatives exposées à la surface externe de la membrane: d’une part, elles contiennent des 
molécules de cholestérol et, d’autre part, leurs phospholipides chargés négativement sont 
exposés à la surface interne de la membrane(Zasloff, 2002). On parle ainsi du concept de 
discrimination des lipides, selon lequel la composition en lipides influence fortement les 
mécanismes moléculaires de dommages membranaires(Lohner and Blondelle, 2005; Sevcsik 
et al., 2007). Par exemple, les peptides à structure en feuillet β, comme la 
tachyplesin(Nakamura et al., 1988), le peptide neutrophile humain(White et al., 1995; Lohner 
et al., 1997) ou la protégrine-1 produite par les leucocytes de porc(Lohner, 2009), 
interagissent avec les phospholipides présents à la surface de la membrane bactérienne mais 
pas avec ceux présents à la surface des cellules de mammifères. Le même comportement a été 
constaté pour certains peptides à structure en hélices α, comme la magainine, un peptide 
antimicrobien présent sur la peau des grenouilles(Matsuzaki et al., 1997). Ceci démontre 
l’importance des interactions électrostatiques dans l'affinité des peptides antimicrobiens pour 
les membranes bactériennes.  
 
 Il a ainsi été clairement montré que la partie hydrophile et cationique des antibiotiques
  63 
 
 
Fig.15 : Mécanismes de formation de pores membranaires. 
On distingue deux types de mécanisme : le mécanisme de tapissage, à gauche et le mécanisme 
à barres, à droite. Selon le mécanisme de tapissage, les peptides antibiotiques sont liés à la 
surface membranaire par leurs faces hydrophobes (A). Lorsqu’une concentration en 
antibiotique suffisante est atteinte, la membrane est couverte de peptides et des pores 
transitoires peuvent être formées (B), conduisant à une rupture membranaire (C). Selon le 
mécanisme à barres, les peptides s’assemblent, dans un premier temps, sur la surface 
membranaire (A’), puis s’insèrent dans la bicouche lipidique de la membrane, formant ainsi 





Fig.16 : Visualisation au microscope électronique d’une souche d’E. coli en présence ou non 
de LL-37. (A) En absence de LL-37, la souche apparait normale. (B) En présence de LL-37, 
la bactérie est lysée et partiellement désintégrée par effet des ruptures membranaires causées 
par l’antibiotique. 
D’après (Shai and Oren, 2001).  
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peptidiques peut interagir avec les groupements phosphates de la membrane plasmique par 
liaisons électrostatiques et former plusieurs types de pores(Zasloff, 2002). Les interactions des 
antibiotiques cationiques avec la membrane cytoplasmique ont fait l’objet de nombreuses 
études(Matsuzaki, 2001; Oren and Shai, 1998; Yang et al., 2000; Shai and Oren, 2001) et l’on 
distingue deux mécanismes de formation de pores membranaires (Fig.15).  
 Le premier mécanisme, appelé « à barres »(Ehrenstein and Lecar, 1977), se rencontre 
seulement avec les peptides cationiques ayant une structure en hélices α et amphiphile 
(Fig.15). Ces hélices α se fixent au niveau des phospholipides membranaires sous forme 
monomérique, puis interagissent entre elles à la surface de la membrane. Leur face 
hydrophobe leur permet alors de s’insérer dans la membrane et de former un pore. La taille du 
pore est ensuite agrandie par recrutement d’autres monomères et peut être maintenue grâce à 
la face hydrophile de chaque hélice α qui exerce une force d’opposition avec ses partenaires. 
Ce mécanisme est notamment observé pour l’alaméthicine(Huang, 2000). 
 Le deuxième mécanisme d’action est appelé mécanisme de « tapissage » et concerne un 
grand nombre d’antibiotiques peptidiques. Pour celui-ci, il est proposé que les peptides 
cationiques interagissent de manière électrostatique avec les groupements phosphates des 
phospholipides membranaires, puis adoptent une conformation en hélice α et tapissent la 
membrane (Fig.15). Ceci nécessite l’action d’une grande concentration de peptides. Suite à ce 
tapissage, la propriété amphiphile des peptides cationiques permet une réorientation des 
phospholipides membranaires engendrant des ruptures de la bicouche lipidique. La taille 
importante de ces ruptures au niveau de la membrane plasmique entraîne la lyse rapide de la 
cellule. Ce mécanisme de tapissage explique également que certains peptides cationiques 
puissent franchir la membrane externe des bactéries à Gram négatif afin d’atteindre la 
membrane plasmique. Une des étapes préalables à la rupture membranaire est la formation de 
pores, appelés toroïdaux, dans lesquels les hélices α de l’antibiotique restent fixées aux 
groupements phosphates de phospholipides et modifient la courbure de la bicouche. Ce 
mécanisme a été proposé la première fois pour décrire le mode d’action de la 
dermaseptine(Pouny et al., 1992), puis plus tard pour décrire celui des cecropines, peptides 
bactéricides du système de défense des insectes(Gazit et al., 1994; Gazit et al., 1995; Gazit et 
al., 1996) ou encore celui du LL-37, peptide antimicrobien humain(Oren et al., 1999) 
(Fig.16). 
 
 D’autres antibiotiques formant des pores membranaires ont des cibles spécifiques parmi 
les constituants de la membrane. C’est le cas des lantibiotiques de type A, tels que la nisine ou 
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l’épidermine, qui lorsqu’ils sont en faibles concentrations s’ancrent au niveau du lipide II et
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forment des « pores ciblés » ou « pores à hautes spécificités »(Breukink et al., 1999) et 
lorsqu’ils sont en fortes concentrations, ont également la capacité de cibler les phospholipides 
membranaires et de former des pores moins spécifiques(Van Den Hooven et al., 1996). 
 Les lantibiotiques de type B similaires à la cinnamycine, ont un spectre d’action assez 
étroit sur les bactéries à Gram positif du genre Bacillus. Eninteragissant avec les 
phosphatidyléthanolamines de la membrane cytoplasmique(Machaidze and Seelig, 2003), ils 
affectent les échanges membranaires ATP dépendants(Navarro et al., 1985) et augmentent 
fortement la perméabilité membranaire(Racker et al., 1984).  
 Enfin, certaines bactériocines de classe IIa, comme la mésentéricine(Dalet et al., 2001), 
la leucocine A(Ramnath et al., 2000) et la lactococcine A(Diep et al., 2007), ont un mode 
d’action similaire sur les espèces du genre Listeria. Ces bactériocines interagissent avec la 
membrane via la perméase à mannose du système des phosphotransférases (PTS), ce qui 
pourrait engendrer un changement de conformation de la perméase, qui, en s’ouvrant, 
participerait à la perméabilisation de la membrane.  
 
 La modification de l’intégrité de la membrane plasmique peut avoir plusieurs 
conséquences létales pour la cellule. Avant la lyse de la cellule proprement dite, la formation 
de pores au niveau de la membrane provoque la fuite du matériel hydrophile cytoplasmique 
(cations, anions, aminoacides...). On observe trois types de résultantes à ces fuites 
membranaires : la dissipation du gradient de pH et donc de la force proton motrice, la rupture 
du potentiel transmembranaire ou enfin, une diminution rapide du pool de l’ATP 
intracellulaire. Les antibiotiques peptidiques cationiques peuvent engendrer une ou plusieurs 




2) Blocage de la synthèse de la paroi 
 
 Le mécanisme de biosynthèse du peptidoglycane est le site d’action de plusieurs 
antibiotiques, comme les β-lactamases, dont fait partie la pénicilline, ou les glycopeptides, 
auquel appartient la vancomycine. De plus, la structure du peptidoglycane est commune aux 
bactéries à Gram négatif et à Gram positif, ce qui fait de la synthèse de cette molécule une 
cible privilégiée. Une grande partie des étapes de cette biosynthèse peut être inhibée par un ou
















Fig.17 : Voie de biosynthèse du peptidoglycane et sites d’action de différents antibiotiques. 
D’après (Bugg et al., 2011). 
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a) Inhibition de la formation du précurseur monomérique 
 
 Ces antibiotiques ont pour cible les étapes primaires essentielles à la synthèse du 
précurseur monomérique de peptidoglycane, l’UPP-MurNAc-GlcNAc-pentapeptide ou lipide 
II. Ils agissent comme des inhibiteurs compétitifs des différentes enzymes impliquées dans la 
formation du lipide II.  
 Ainsi, MurA, l’énolpyruvate transférase qui catalyse la première réaction de la synthèse 
du peptidoglycane, à savoir, la formation d’UDP-NAM à partir de l’UDP-GlcNac et du 
phosphoénolpyruvate (PEP), est la cible de la fosfomycine (Fig.17). Cet antibiotique possède 
une structure très similaire au phosphoénolpyruvate ce qui lui permet agir comme un 
inhibiteur irréversible de MurA, via l’alkylation de son site actif(Bugg, 1999). Récemment, 
d’autres antibiotiques inhibant l’action de MurA ont été découverts. C’est le cas de la cnicine, 
un lactone sesquiterpénique, qui va complexer le produit de la réaction enzymatique catalysée 
par Mur A, l’UDP-N- acétylglucosamine-énolpyruvate(Bachelier et al., 2006), et de l’acide 
terreique, produit par le champignon Aspergillus terreus, qui agit comme un inhibiteur 
covalent de MurA, en se liant à son site actif(Han et al., 2010).  
 Des recherches récentes de nouveaux antibiotiques par criblages à haut débit ont permis 
d’identifier des inhibiteurs des enzymes MurB-F. Ainsi, la réductase MurB est la cible de 
différents imidazolinones(Bronson et al., 2003) et d’une série de 3,5-dioxopyrazolidines(Yang 
et al., 2006). La ligase MurC est inhibée par une série de benzofurane acyl-
sulfonamides(Ehmann et al., 2004) et par une quinoxaline qui entre en compétition avec 
l’ATP(Zawadzke et al., 2008). MurD est la cible de plusieurs phosphinates(Strancar et al., 
2006) qui, par ricochet, inhibent également MurE(Strancar et al., 2007). Un composé naturel 
provenant d’une plante colombienne, le 3-methoxynordomesticine, agit comme un inhibiteur 
de MurE chez Mycobacterium tuberculosis(Guzman et al., 2010). MurF est, quant à elle, 
inhibée par des arylsulfonamides(Gu et al., 2004)et des diarylquinolines(Baum et al., 2009). 
 La D-cyclosérine est un analogue rigide du résidu D- alanine et inhibe les deux 
réactions permettant la formation du dipeptide D-ala-D-ala ajouté à l’extrémité du 
pentapepide (Fig.17). Les enzymes cibles de la D-cyclosérine sont, d’une part, la D- alanine 
racémase (formant la D-alanine à partir de L-alanine) et, d’autre part, la D-alanine ligase, qui
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procède à la dimérisation des résidus D-alanine(Lambert and Neuhaus, 1972; Feng and 
Barletta, 2003). De plus, la glutamate racemase, qui synthétise l’acide D-glutamique, est 
inhibée par un groupe de pyrazolopyrimidinediones(de Jonge et al., 2009).  
 Enfin, la muréidomycine est également un compétiteur structural des substrats de 
l’enzyme MraY, la phospho-N-acétylmuramyl-pentapeptide translocase, qui catalyse la 
fixation de l’UDP-NAM-pentapeptide à la membrane par l’intermédiaire de l’Undécaprényl-
phosphate. Lorsque l’on regarde la structure de la muréidomycine, on y trouve une similarité 
importante avec les deux substrats de l’enzyme MraY, l’UDP-NAM-pentapeptide et 
l’undécaprénylphosphate(Isono and Inukai, 1991; Brandish et al., 1996). MraY est également 
la cible d’autres antibiotiques nucleosides comme certains muraymycines, liposidomycines ou 
encore tunicamycines(Winn et al., 2010).  
 
 
b) Inhibition des étapes tardives de la synthèse du peptidoglycane 
 
 Différentes familles d’antibiotiques ciblent les étapes tardives de la synthèse du 
peptidoglycane. C’est le cas des β-lactames qui inhibent les PBPs (Penicillin Bindings 
Proteins) dont le rôle est d’insérer les monomères de peptidoglycane dans la paroi. D’autres 
antibiotiques inhibent la même voie de biosynthèse en ciblant le lipide II, molécule clé de la 
biosynthèse du peptidoglycane. 
 
 
 Les β-lactames 
 
 Ces antibiotiques, les plus utilisés aujourd’hui, ciblent les étapes de polymérisation par 
transpeptidations du peptidoglycane (Fig.17). Dans cette famille, on trouve la pénicilline, 
mais également des céphalosporines, des monobactames et des carbapénèmes. Ils possèdent 
tous un cycle β-lactame qui mime l’extrémité du dipeptide D-ala-D-ala(Tipper and 
Strominger, 1968) et sont ainsi reconnus par le site actif des transpeptidases et des 
carboxypeptidases impliquées dans la réticulation des chaînes glycanes. Les β-lactames 
ciblent donc l’ensemble des PBPs, mais ne sont létales que lorsque les PBPs à hauts poids 
moléculaires, c’est à dire les enzymes portant les activités de transpeptidation, sont 
touchées(Josephine et al., 2006). Lorsque l’antibiotique interagit avec sa cible, un complexe 
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inactif, appelé transpeptidase penicilloylée, est formé et la réactivation de l’enzyme par une 
réaction
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de déacylation est très lente. Le rendement de la transpeptidation est alors fortement affecté et 
la formation des liaisons peptidiques croisées permettant le rattachement des nouvelles 




 Le lipide II, une cible privilégiée de nombreux antibiotiques 
 
 Le lipid II, une fois transloqué du côté externe de la membrane est la cible de différentes 
classes d’antibiotiques.  
 Les glycopeptides, comme la vancomycine, ciblent le dipeptide D-ala-D-ala au niveau 
du précurseur monomérique de peptidoglycane (Fig.17). Ces antibiotiques peuvent se fixer 
sur cette cible très spécifique, aussi bien au niveau du lipide II, qu’au niveau des précurseurs 
partiellement rattachés au peptidoglycane. Ce type d’antibiotiques possède une grande affinité 
pour leur cible. Par exemple, lorsque la vancomycine interagit avec le dipeptide D-ala-D-ala, 
elle va former un complexe faisant intervenir 5 liaisons hydrogènes(Williams, 1996). La 
formation du complexe entre la vancomycine et le dipeptide D-ala-D-ala va entraîner la 
séquestration du substrat des tranglycosylases et transpeptidases (PBPs) et donc le 
ralentissement de la biosynthèse du peptidoglycane.  
 
 Les Ramoplanines sont capables de cibler toutes les variantes du lipide II, à condition 
qu’elles contiennent du pyrophosphate(Walker et al., 2005; Cudic et al., 2002). Plus 
précisément, ces antibiotiques reconnaissent la partie NAM-Ala-D-Glu-pyrophosphate 
retrouvée dans les deux intermédiaires lipidiques de synthèse de la paroi, le lipide I et le lipide 
II et s’y complexent (Fig.17). Ainsi, les ramoplanines possèdent plusieurs cibles différentes 
contenant une partie commune et peuvent inhiber plusieurs réactions dans une même voie de 
biosynthèse. On parle alors de dualité ou de pluralité fonctionnelle. En effet, ces antibiotiques 
peuvent d’une part se complexer au lipide I, rendant ce dernier inaccessible à l’enzyme MurG 
qui catalyse l’addition de l’UDP-NAG sur ce substrat afin de former le lipide II(Somner and 
Reynolds, 1990; Reynolds and Somner, 1990) et d’autre part se lier au lipide II, inhibant ainsi 
les réactions de transglycosylations permettant l’initiation de la polymérisation du 
peptidoglycane(Lo et al., 2001). 
 
  Les lantibiotiques jouent également un rôle important dans la complexation du lipide II.
  75 
  
  76 
Les lantibiotiques de type A sont également un bon exemple de pluralité fonctionnelle. 
Comme nous l’avons vu précédemment, la nisine est capable de former des complexes de 
forte affinité avec le lipide II membranaire, puis de former des pores qui perméabilisent la 
membrane cytoplasmique(Brogden, 2005). De plus, cet antibiotique contient un motif appelé 
« cage à pyrophosphate » qui est capable de piéger le pyrophosphate du lipide II(Hsu et al., 
2004). Ainsi, l’interaction de la nisine avec le lipide II entraîne la séquestration de ce dernier 
et inhibe fortement la synthèse de peptidoglycane de manière similaire aux glycopeptides et 
aux ramoplanines(Wiedemann et al., 2001). La nisine a également une action inhibitrice sur la 
formation de la paroi de la spore naissante(Pag and Sahl, 2002) et peut activer les autolysines 
chez les bactéries à Gram positif, ce qui engendre notamment la dégradation prématurée de la 
paroi formant le septum de division cellulaire(Bierbaum and Sahl, 1985). 
 Les lantibiotiques, de type B, comme la mersacidine ou l’actagardine, inhibent la 
synthèse de la paroi via une interaction avec le lipide II(Brötz et al., 1998). Contrairement à la 
nisine, cette interaction n’engendre pas la formation de pore, mais bloque les réactions de 
transglycosylation(Brötz et al., 1997). Ces antibiotiques ciblent spécifiquement le 
disaccharide NAM-NAG présent sur le lipide II et sont donc incapables de se lier au lipide 
I(Brötz et al., 1998).  
 Les lantibiotiques à deux composants sont intéressants car ils combinent les différents 
mécanismes d’action contre le lipide II grâce à deux peptides, l’un liée au ciblage du lipide II 
et l’autre à la formation de pores. Les données sur le mode d'action de ces peptides sont rares. 
L'exemple le mieux étudié est celui de la lacticine 3147, qui est composée des peptides A1 et 
A2. Sur la base de la ressemblance du peptide A1 à la mersacidine, il a été proposé que ce 
peptide interagisse avec le lipide II(Martin et al., 2004), entraînant l’inhibition de la formation 
de la paroi cellulaire. Mais, la pleine activité de ce système est atteinte seulement en présence 
du peptide A2. En effet, il semble que ce système à deux partenaires ait un mode d'action 
similaire à la nisine, c’est à dire qu’en premier lieu, le peptide A1 interagirait avec le lipide II, 
ce qui permettrait l'interaction du peptide A2 et entraînerait la formation de pores(Martin et 
al., 2004). 
 
 D’autres antibiotiques ont été décrits comme agissant sur le lipide II. C’est le cas des 
Mannopeptimycines qui se lient spécifiquement au lipide II. Il a été suggéré que cette 
interaction est la principale cause de l'inhibition de la synthèse de la paroi cellulaire(Ruzin et 
al., 2004). Enfin, les moenomycines imitent le pyrophosphate présent sur le lipide II et se lient
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fortement avec le site utilisé lors de la réaction de transglycosylation effectuée par les 
PBPs(Lovering et al., 2007).  
 
 
 L’inhibition du recyclage de l’undécaprénylpyrophosphate 
 
 La bacitracine interagit spécifiquement avec l’undécaprénylpyrophosphate (UPP) et 
ainsi, inhibe sa déphosphorylation en undecaprénol-phosphate (UP) et donc la réutilisation de 
ce dernier dans la biosynthèse du peptidoglycane. Au cours de ma thèse je me suis 
principalement intéressée à cet antibiotique et nous reviendrons plus en détails sur celui-ci au 
cours de la dernière partie de l’introduction. 
 D’autres antibiotiques, comme l’amphomycine et la friulimicine, appartenant au groupe 
des antibiotiques lipopeptides, sont également capables de former un complexe avec 
l’UPP(Tanaka et al., 1979).  
 
  


















Fig.18 : Mécanisme d’inactivation des β-lactames par les β-lactamases. 
L’hydrolyse de l’anneau β-lactame par les β-lactamases aboutit à l’ouverture de l’anneau, 
transformant l’antibiotique en sa forme inactive, l’acide pénicilloïque. Me, groupement 
méthyl. 
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D) Mécanismes et régulation de la résistance aux antibiotiques 
ciblant l’enveloppe bactérienne 
 
1) Diversité des mécanismes de résistances 
 
 On peut distinguer plusieurs types de mécanismes de résistances aux antibiotiques 
ciblant la paroi chez les bactéries. Certains ciblent directement l’antibiotique, le détruisent, 
l’inhibent ou le modifient, le rendant ainsi inefficace. D’autres agissent directement sur la 
cible de l’antibiotique, en la modifiant ou en la faisant disparaitre, de sorte que l'antibiotique 
ne puisse plus interagir avec celle-ci. Enfin, le dernier mécanisme empêche la pénétration de 
l’antibiotique et donc son accès à sa cible, en modifiant la perméabilité de la membrane ou en 
utilisant des systèmes d’efflux. Un type de mécanisme de résistance peut être efficace contre 
plusieurs antibiotiques, et, inversement, des mécanismes différents peuvent être utilisés pour 
contrer l’action d’un même antibiotique. 
 
 
a) Ciblage direct de l’antibiotique 
 
 Différentes stratégies sont utilisées pour cibler directement l’antibiotique. Certains 
mécanismes de résistances modifient l’antibiotique de façon intrinsèque pour le rendre inactif. 
D’autres séquestrent l’antibiotique ou le détruisent. D’autres, encore, modifient l’expression 
de ses gènes de synthèse, pour en diminuer la production. 
 
 Un des meilleurs exemples de mécanisme d’inactivation d’antibiotiques concerne les β-
lactames, antibiotiques inhibant les réactions de transpeptidation lors de la synthèse de 
peptidoglycane. De nombreuses bactéries, aussi bien à Gram négatif qu’à Gram positif, 
synthétisent des β-lactamases qui sont capables d’hydrolyser l’anneau β- lactame de ces 
antibiotiques, conduisant à une conformation ouverte et inactive de l’antibiotique, l’acide 
pénicilloïque (Fig.18). Ces β-lactamases sont produites et sécrétées dans l’espace 
périplasmique et agissent donc sur l’antibiotique avant qu’il atteigne sa cible, les PBPs de la 
membrane cytoplasmique. Ce mécanisme d’action est très rapide et efficace, une seule 
molécule enzymatique pouvant hydrolyser jusqu’à 1000 molécules d’antibiotiques par 
seconde(Walsh, 2000). Les plus grands producteurs de β-lactamases sont les bactéries à Gram 
négatif. Chez les bactéries à Gram positif les espèces Staphylococci et Enterococci en 
produisent également(Massova and Mobashery, 1998). Les gènes codant pour ces enzymes











Fig.19 : Diversité des enzymes pouvant inactiver la fosfomycine. 
Les enzymes de type FosA ou FosB sont des fosfomycine-thiol-transférases, pouvant 
inactiver la fosfomycine par ajout d’un groupement thiol au niveau de l’anneau oxirane de 
l’antibiotique. Les enzymes de type FosX inactivent l’antibiotique par hydratation. Les 
différents cofacteurs métalliques nécessaires à ces enzymes sont indiqués. Les enzymes 
FomA et FomB sont des kinases, qui catalysent la phosphorylation de la fosfomycine en 
fosfomycine monophosphate et phosphorylation de cette dernière en fosfomycine 
diphosphate, respectivement.  
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sont généralement exprimés à bas bruit, c’est le cas chez E. coli ou Shigella spp., cependant, 
des mutations conduisant à l’augmentation de la synthèse de β-lactamases peuvent se 
produire(Normark et al., 1986). La production de ces enzymes peut être également induite 
notamment par des stress de la paroi ou la présence de β-lactames. En effet, chez plusieurs 
bactéries à Gram négatif comme Enterobacter spp., Morganella morganii, S. marcescens, 
Citrobacter freundii et P. aeruginosa, la transcription du gène ampC, codant pour une β-
lactamase est fortement induite, en présence de certains β-lactames, entrainant une forte 
production de cette enzyme(Lindberg and Normark, 1986).  
 La fosfomycine, antibiotique inhibant la formation de l’UDP-NAM à partir de l’UDP-
GlcNac, est également la cible de mécanismes d’inactivation. En effet, plusieurs enzymes 
capables d’inactiver la fosfomycine par des modifications covalentes ont été identifiées. C’est 
le cas des kinases FormA/B(Kobayashi et al., 2000) et des fosfomycine-thiol-transférases 
FosA, FosB et FoxX(Woodyer et al., 2006) (Fig.19). Ces dernières sont des métalloenzymes 
dont l’activité dépend d’un cofacteur métallique cationique. Les enzymes de type FosA sont 
des glutathiones-S-transférases et sont capables d’ajouter de la glutathione sur l’anneau 
oxirane de la fosfomycine, inactivant ainsi l’antibiotique(Bernat et al., 1997). L’activité 
catalytique de ces enzymes requiert la présence d’un ion manganèse (Mn2+)(Rife et al., 2002). 
On retrouve ce type d’enzymes chez les bactéries à Gram négatif, comme P. aeruginosa, 
tandis que les bactéries à Gram positif, ne synthétisant pas de glutathione, possèdent des 
enzymes de type FosB. Ces dernières catalysent l’addition d’un résidu L-cystéine sur l’anneau 
oxirane de la fosfomycine(Suárez and Mendoza, 1991). Grâce à une comparaison des 
séquences primaires de FosA et FosB à celles déduites de nombreux génomes bactériens, un 
troisième type d’enzyme, nommé FosX, a été identifié chez de nombreuses espèces 
pathogènes comme L. monocytogenes. FosX catalyse l’inactivation de la fosfomycine par 
hydratation de l’anneau oxirane à l’aide du cofacteur métallique Mn2+(Fillgrove et al., 2003). 
En plus de la famille FosA/B/X, une deuxième classe de protéines de résistances codées par le 
locus fomA/B a été caractérisée comme conférant une forte résistance à la fosfomycine dans 
les souches productrices(Kobayashi et al., 2000). Ces deux enzymes appartiennent à la grande 
famille des kinases et il a été montré que FomA catalyse la phosphorylation de la fosfomycine 
en fosfomycine monophosphate, tandis FomB phosphoryle cette dernière en fosfomycine 
diphosphate. Ces enzymes transforment ainsi la fosfomycine en deux dérivés 
inactifs(Pakhomova et al., 2008). 
 
 D’autres mécanismes de résistance ont pour fonction de dégrader ou de séquestrer
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l’antibiotique. De nombreuses bactéries peuvent synthétiser et sécréter de telles enzymes afin 
d’augmenter leur résistance à ces antibiotiques. Par exemple, les protéases V8 et l’auréolysine 
de S. aureus, ainsi que la protéase PgtE de la membrane externe de Salmonella enterica sont 
capables de cliver le peptide LL-37(Sieprawska-Lupa et al., 2004; Guina et al., 2000). 
Cependant, d’autres antibiotiques peptidiques, ayant une structure renforcée par la présence 
de ponts disulfures, sont insensibles à ces protéases(Peschel and Sahl, 2006). Dans ce cas, 
certaines bactéries peuvent alors synthétiser des protéines capturant et séquestrant 
l’antibiotique, ce qui le détourne de sa cible. C’est le cas de S. pyogenes qui sécrète deux 
protéines de ce type : la protéine SIC (Streptococcal Inhibitor Complement) ayant pour cible 
les défensines et le LL-37(Frick et al., 2003) et la protéine M1 ayant pour cible le LL-
37(Lauth et al., 2009). 
 Les lantibiotiques sont également la cible de ce type de mécanisme. B. subtilis, qui 
produit et sécrète la subtiline, possède une protéine appellée SpaI capable de capturer cet 
antibiotique(Stein et al., 2005)et L. lactis, producteur de la nisine, met en jeu la protéine 
membranaire NisI séquestrant la nisine(Siegers and Entian, 1995). 
 
 
b) Modification de la cible de l’antibiotique 
 
 Ce deuxième type de mécanisme de résistance vise directement la cible de l’antibiotique 
en la modifiant ou en la faisant disparaitre, de sorte que l'antibiotique ne puisse plus interagir 
avec sa cible. 
 
 Un des mécanismes d’altération de l’affinité de l’antibiotique pour sa cible, le mieux 
étudié, concerne la résistance aux glycopeptides. Ces antibiotiques, dont fait partie la 
vancomycine, cible spécifiquement le dipeptide D-ala-D-ala présent sur le lipide II (Fig.17), 
entrainant une inhibition de la biosynthèse du peptidoglycane. Le dipeptide D-ala-D-ala peut 
être modifié en D-ala-D-lac, présentant une très faible affinité pour les glycopeptides, 
conférant ainsi sa résistance à la bactérie(Arthur et al., 1992). La substitution d’un D-ala en 
D-lac est bien supporté par les enzymes impliquées dans les étapes suivantes de la 
biosynthèse du peptidoglycane, comme les transpeptidases, et par conséquent, ne modifie en 
rien la réticulation du peptidoglycane à la fin du cycle(Bouhss et al., 2002). Cinq gènes codent 
pour la machinerie enzymatique à la base de cette résistance(Arthur et al., 1993) et 
l’expression de ceux-ci est contrôlée par un système de régulation à deux composants codé
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par les gènes vanR et vanS(Arthur et al., 1992). Ces gènes sont retrouvés chez de nombreux 
Entérocoques pathogènes et chez les Actinomycetes producteurs de glycopeptides(Marshall et 
al., 1997). 
 Les PBPs (Penicillin Binding Protein), cibles des β-lactames (Fig.17), peuvent 
également être modifiées pour devenir insensibles à ces antibiotiques. Ces PBPs, dites de 
faible affinité car elles présentent une affinité réduite pour les β-lactames, sont les produits de 
gènes mosaïques dans lesquels les séquences dites « sensibles » ont été substituées par des 
séquences dites « résistantes » aux β- lactames(Dowson et al., 1994). Chez S. pneumoniae, 
ces séquences mosaïques permettent la production de plus de 20 protéines PBPs différentes 
qui présentent des affinités faibles ou très faibles pour les β-lactames(Hakenbeck, 1995). Les 
PBPs de faible affinité sont retrouvées chez de nombreuses bactéries pathogènes, comme S. 
pneumoniae ou Staphylococcus aureus possédants toutes deux une PBP capable d’assurer la 
polymérisation du peptidoglycane alors que les autres PBPs de la cellule sont inhibées par ces 
antibiotiques(Chambers, 1997; Muñoz et al., 1992). 
 
 Un exemple caractéristique de mécanisme aboutissant à la disparition de la cible de 
l’antibiotique concerne la résistance aux β-lactames. Chez Enterocossus faecium, une PBP, 
catalysant un nouveau type de transpeptidation de chaîne donatrice tétrapeptidique à partir du 
dipeptide L-lysyl-D-alanine, a été découverte(Mainardi et al., 2005). Cette PBP, appelée 
Ldtfm, permet d’éviter l’étape classique de transpeptidation à partir du dipeptide D-ala-D-ala 
qui est une cible majeure des β-lactames. Cette protéine, complétement insensible à ces 
antibiotiques, prend donc le relais en leur présence.  
 L. monocytogenes a, elle, développé un système lui permettant de résister aux 
bactériocines de classe IIa qui forment des pores membranaires en interagissant avec la 
perméase à mannose du système PTS. Ce mécanisme permet, d’une part, de diminuer 
l’expression de la perméase cible(Vadyvaloo et al., 2004; Vadyvaloo et al., 2004) et d’autre 
part, d’augmenter l’expression d’autres perméases du système PTS, qui vont palier au manque 
de la première(Gravesen et al., 2002).  
 
 
c) Diminution de la pénétration de l’antibiotique 
 
 Pour atteindre leur cible, certains antibiotiques doivent traverser la membrane externe 
chez les bactéries à Gram négatif et la paroi chez les bactéries à Gram positif. Ainsi, il existe










Fig.20 : D-alanylation des acides lipotéichoïques (ou téichoïques) et modification de la 
perméabilité de la paroi chez les bactéries à Gram positif. 
La voie de D-alanylation des acides lipotéichoïques fait intervenir 4 protéines codées par 
l’opéron dlt trouvé dans les génomes de toutes les bactéries du groupe des Firmicutes . DltA, 
D-alanine-DltC ligase ; DltB, protéine de sécrétion du complexe DltC-D-alanine ; DltC, 
protéine « carrier » du résidu D-alanine ; DltD, D-alanine transférase. D’après (Neuhaus and 
Baddiley, 2003). 
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des mécanismes de résistance modifiant la perméabilité de ces différentes barrières et 
empêchant ainsi la pénétration de l’antibiotique jusqu’à sa cible. 
 Chez les bactéries à Gram négatif, la modification du lipide A (Fig.4) par ajout d’une 
chaîne acylée supplémentaire entraine une rigidification de la membrane externe et donc une 
diminution de sa perméabilité. Ce mécanisme confère une résistance à plusieurs antibiotiques 
cationiques, comme le peptide antimicrobien humain LL-37(Bishop et al., 2000) ou la 
protégrine-1 produite par les leucocytes de porc(Guo et al., 1998). Les porines, présentes sur 
la membrane externe des bactéries à Gram négatif, sont elles aussi utilisées pour empêcher la 
pénétration de l’antibiotique. En effet, ces porines s’ouvrent pour permettre des échanges de 
nutriments avec le milieu extérieur, mais cette ouverture permet à certains antibiotiques, 
comme les β-lactames, de franchir cette membrane et d’atteindre leur cible. Ainsi, les souches 
de P. aeruginosa ou de Klebsiella pneumoniae ayant perdu les gènes codant pour certaines de 
ces porines deviennent hautement résistantes aux β-lactames(Gootz, 2004; Jacoby et al., 
2004). 
 Chez les bactéries à Gram positif, les antibiotiques peuvent en général franchir 
facilement les mailles de peptidoglycane. Certaines modifications de la paroi permettent de 
diminuer sa perméabilité. C’est le cas de l’ajout de résidus D-alanine au niveau des chaînes 
alditols des acides téichoiques et lipotéichoiques présents dans la paroi (Fig.4). Ce mécanisme 
de D-alanylation est médié par l’opéron dlt, présent dans tous les génomes des Firmicutes 
(Fig.20). Cet opéron est constitué de quatre gènes dltABCD. dltA code pour la ligase 
permettant d’activer le résidu D-alanine et de l’associer à la protéine DltC(Kleinkauf and Von 
Döhren, 1996). Cette protéine, dite « carrier » est codée par dltC et est capable de transporter 
le résidu D-alanine(Heaton and Neuhaus, 1994). dltD code pour une protéine ancrée à la 
membrane(Debabov et al., 2000), fixant DltC et facilitant ainsi l’interaction entre DltC et 
DltA lors de la fixation de la D-alanine(Neuhaus and Baddiley, 2003). Enfin, dltB code pour 
une protéine possédant 12 fragments transmembranaires et montrant une similarité de 
séquences avec les domaines hydrophobes des transporteurs ABC. Ainsi, le rôle de DltB 
semblerait être la formation d’un canal permettant le passage à travers la membrane du 
complexe DltC/D-alanine vers ses cibles, les acides téichoiques et lipotéichoiques(Neuhaus 
and Baddiley, 2003). L’augmentation du taux de D-alanylation du peptidoglycane est corrélée 
avec l’apparition de résistances à la nisine et à la gallidermine chez S. pneumoniae(Kovács et 
al., 2006), aux défensines et protégrines chez S. aureus(Peschel et al., 1999), aux 
bactériocines de classe IIa chez L. monocytogenes(Vadyvaloo et al., 2004), à la méthicilline 
chez B. subtilis et à la pénicilline chez E. faecium(Gutmann et al., 1996).  
















Fig.21 : Diversité des pompes d’efflux bactériennes impliquées dans la résistance aux 
antibiotiques. D’après (Kumar and Schweizer, 2005).  
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d) Les systèmes actifs d’efflux d’antibiotiques 
 
 Chez les procaryotes, de nombreux systèmes de transport assurent soit l’entrée (import) 
dans la cellule de nutriments essentiels, soit la sortie (export ou efflux) de substances 
toxiques. Les molécules transportées sont de composition très différente : sucres, acides 
aminés, lipides ou molécules plus complexes comme les antibiotiques. Les systèmes d’efflux 
jouent un rôle majeur dans la résistance aux antibiotiques, un seul de ces systèmes pouvant 
permettre une résistance simultanée à plusieurs antibiotiques(Li and Nikaido, 2004).  
 
 
 La diversité des pompes d’efflux bactériennes 
 
 Les mécanismes d’efflux actifs font intervenir une grande variété de transporteurs 
membranaires répartis globalement en deux grandes familles (Fig.21). La première famille 
correspond au transporteurs de type ABC (pour ATP Binding Cassette) qui confère une 
résistance à de nombreux antibiotiques via un mécanisme d’export ATP-dépendant (Fig.21). 
La résistance à la bacitracine est médiée par ce type de transporteur(Bernard et al., 2003), 
c’est la raison pour laquelle nous nous intéresserons plus particulièrement à cette famille.  
 
 La seconde famille utilise la force proton-motrice comme source d’énergie et est 
répartie en quatre classes en fonction des homologies de structure entre transporteurs : les 
MFS pour Major Facilitator Superfamily, les MATE pour Multidrug And Toxic compound 
Extrusion, la famille des SMR pour Small Multidrug Resistance et la famille des RND pour 
Resistance / Nodulation / Division (Fig.21).  
 Les transporteurs de la famille des MFS sont des antiporteurs semblant fonctionner en 
monomère. Chez les bactéries à Gram négatif, ces systèmes permettent une exportation 
efficace des substrats à travers les doubles membranes de ces bactéries. Chez les bactéries à 
Gram positif, il existe de nombreux systèmes de ce type, comme Bmr et Blt qui confèrent une 
multirésistance à B. subtilis ou NorA chez S. aureus(Li and Nikaido, 2004). 
 La famille MATE est représentée par NorM de Vibro parahaemolyticus et confère une 
résistance à plusieurs agents cationiques toxiques, comme les fluoroquinolones. Ces 
transporteurs sont des antiporteurs dépendants d’un gradient ionique H+ ou Na+(Kuroda and 
Tsuchiya, 2009). 
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 La famille SMR est représentée par EmrE de E. coli, fonctionnant comme un 
homodimère(Jack et al., 2001). Cette famille contient plus de 250 membres, dont EbrAB de B. 
subtilis, un hétérodimère composé de deux polypeptides EbrA et EbrB(Kikukawa et al., 
2007). Certains membres de cette famille confèrent une résistance aux aminoglycosides(Bay 
et al., 2008). 
 Les systèmes de la famille RND, fonctionnant comme des antiporteurs drogue/protons, 
sont particulièrement répandus chez les bactéries à Gram-négatif et catalysent l'efflux actif 
d'un grand nombre d’antibiotiques comme les fluoroquinolones ou les aminoglycosides. Ces 
transporteurs sont souvent couplés à des protéines de membrane externe comme c’est le cas 
des associations AcrAB/TolC chez E. coli ou MexAB/OprM chez P. aeruginosa. Les 
transporteurs RND forment des complexes tripartites. Ils possèdent de larges domaines 
périplasmiques (AcrB et MexB) reliés à la membrane interne par les protéines dites de fusion 
membranaires (ArcA et MexA) et à la membrane externe par des protéines de type OMP 
(Outer Membrane Protein) permettant le franchissement de celle-ci (TolC et OprM)(Nikaido 
and Takatsuka, 2009).  
 
 Au cours de ma thèse, je me suis principalement intéressée aux transporteurs de type 
ABC, capables d’effectuer un transport actif en hydrolysant l’ATP. Ces transporteurs sont 
présents dans tous les règnes du vivant, de la bactérie à l’homme(Higgins, 1992). Ils prennent 
en charge différents types de molécules qu’ils peuvent soit importer soit exporter(Ames et al., 
1990) et sont ainsi impliqués dans de nombreux échanges avec le milieu extérieur. Un 
transporteur ABC est spécifique d’un composé ou d’un groupe de composés, appelé allocrite. 
Celui-ci ne subit aucune modification lors du transport qui est énergisé par l’hydrolyse de 
l’ATP en ADP, substrat réel du système. 
 Ces transporteurs peuvent être responsables de phénotypes de multi-résistance. C’est le 
cas de la protéine LmrA de L. lactis conférant des résistances multiples aux β-lactames, aux 
glycopeptides, aux aminoglycosides, aux quinolones, aux tétracyclines et enfin aux 
streptogramines(Putman et al., 2000). De nombreux exemples de mécanismes de résistance 
ciblant l’enveloppe bactérienne ont été caractérisés comme impliquant des transporteurs. 
C’est le cas de la résistance à la vancomycine assurée par les transporteurs VraFG de S. 
aureus(Meehl et al., 2007), de la résistance à la bacitracine par le transporteur BcrAB de 
Bacillus licheniformis(Neumüller et al., 2001) ou par le transporteur BceAB de B. 
subtilis(Bernard et al., 2003), ou encore de la résistance à la nisine par NisT chez L. lactis(Ra 
et al., 1996). 















Fig.22 : Prototype d’un Transporteur ABC. 
De façon classique, un transporteur ABC est composé, d’une part, de deux domaines 
hydrophobes membranaires nommés MSD pour Membrane Spanning Domain et qui forment 
la perméase membranaire, et d’autre part, de deux domaines hydrophiles nommés NBD pour 
Nucleotide Binding Domain et qui hydrolysent l’ATP pour énergiser le transport. 
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 Structure et fonctionnement des transporteurs ABC 
 
 Un transporteur ABC est composé de deux domaines distincts : un domaine hydrophobe 
transmembranaire, appelé MSD pour Membrane Spanning Domain, et un domaine hydrophile 
cytoplasmique associé de façon périphérique à la membrane et énergisant le transport en 
fixant et hydrolysant l’ATP, appelé NBD pour Nucleotide Binding Domain. La MSD est 
également appelée translocateur ou perméase, car cette sous-unité forme un pore dans la 
membrane, au travers duquel l’allocrite peut être transloqué. Le prototype d’un transporteur 
ABC est constitué de 4 domaines : deux domaines MSD et deux domaines NBD (Fig.22).  
 Cependant, il arrive que certains domaines NBD n’aient pas de partenaires MSD. Dans 
ce cas, ces NDB ne sont pas impliqués dans des mécanismes de transport, mais interviennent 
alors dans plusieurs processus cellulaires tels que la traduction(Tyzack et al., 2000), la 
synthèse du ribosome(Dong et al., 2004), la réparation de l’ADN et la ségrégation du 
chromosome(Hopfner and Tainer, 2003), la résistance au stress oxydatif(Nachin et al., 2003), 
ou encore la résistance aux antibiotiques(Kerr et al., 2005).  
 De plus, bien que les 4 domaines soient toujours présents dans un transporteur ABC 
fonctionnel, leur organisation varie du fait que les domaines NBD et MSD peuvent être codés 
par un ou plusieurs gènes. En effet, chez les procaryotes, il existe des structures présentant 
deux domaines fusionnés. C’est le cas de l’exporteur multidrogue Sav1866 de S. aureus 
composé de deux domaines NBD fusionnés(Dawson and Locher, 2006), ou de l’importeur de 
ferrichrome FhuBC d’E.coli, constitué de deux MSD fusionnés(Groeger and Köster, 1998), 
ou encore du transporteur LmrA de L. lactis composé d’un homodimère de deux modules 
correspondant chacun à la fusion d’un domaine NBD et d’un domaine MSD(van Veen et al., 
2000). 
 Enfin, les transporteurs ABC peuvent parfois être accompagnés de protéines 
accessoires. Chez les importeurs, on trouve systématiquement une protéine nommée SBP 
(pour Substrate Binding Protein) ayant une affinité spécifique pour l’allocrite devant être 
importé et localisée dans le périplasme des bactéries à Gram négatif ou ancrée à la membrane 
plasmique des bactéries à Gram positif(Davidson et al., 2008). C’est le cas de l’importeur 
BtuCDF de la vitamine B12 chez E.coli, composé de deux MSD (BtuC), deux NBD (BtuD) et 
d’une SBD (BtuF) dont le rôle est de capturer la vitamine B12 dans le milieu extérieur(Rees 
et al., 2009). Les systèmes de sécrétion impliquant des transporteurs ABC sont également 
souvent accompagnés de protéines accessoires permettant à l’allocrite de franchir entièrement 
les barrières de l’enveloppe bactérienne. Ainsi, le système de sécrétion de type I associe les












Fig.23 : Fonctionnement d’un transporteur ABC selon le modèle « Switch-ATP ». 
(1) le mécanisme est activé par la liaison de l’allocrite sur le site de forte affinité du domaine 
MSD. Cela envoie un signal aux domaines NBD (communication aller) qui fixent l’ATP et 
forment un dimère fermé.  
(2) Les changements conformationnels impliqués dans la formation de ce dimère fermé sont 
transmis aux domaines MSD (communication retour) qui subissent à leur tour un changement 
de conformation.  
(3) Le site de liaison de l’allocrite perd son affinité et l’allocrite est relâché dans le milieu 
extérieur. L’ATP est hydrolysé, le transporteur se trouve dans un état intermédiaire où les 
domaines NBD sont fixés à l’ADP et au phosphate inorganique (Pi). 
(4) Relâchement de l’ADP et du Pi qui permettent au transporteur de retrouver son état initial. 
Le site de liaison de l’allocrite retrouve sa forte affinité.  
D’après (Dong et al., 2005). 
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transporteurs ABC avec des protéines de type MFP (Membrane Fusion Protein) et sont 
impliqués notamment dans la sécrétion de bactériocines de classe II chez les bactéries 
lactiques(Young and Holland, 1999).  
 
 Le mécanisme moléculaire du transport des transporteurs ABC n'a pas été 
complètement élucidé, mais les données biochimiques et structurelles tendent à désigner un 
modèle selon lequel la liaison et l'hydrolyse de l'ATP seraient couplées à des changements 
conformationnels dans le transporteur, qui passerait d’une conformation ouverte (non lié à 
l’allocrite) vers une conformation fermée (transportant l’allocrite) et inversement(Davidson 
and Chen, 2004).Récemment, un modèle nommé « Switch-ATP » a été suggéré(Higgins and 
Linton, 2004).Ce modèle propose que la fixation et l’hydrolyse de l’ATP permettent un 
changement conformationnel des domaines NBD induisant à son tour un changement 
conformationnel des domaines MSD qui pourraient alors transloquer le substrat.  
 On peut distinguer 4 étapes principales dans ce modèle de mécanisme de transport 
(Fig.23) :  
1) Le cycle de transport est initié par la fixation de l’allocrite sur un site de forte affinité 
présent au niveau des domaines MSD. Cette fixation engendre alors des changements 
conformationnels au niveau des domaines NBD. C’est ce qu’on appelle la communication 
« aller »(Sonveaux et al., 1999; Manciu et al., 2003). 
2) Les changements conformationnels des domaines NBD permettent l’augmentation de 
l’affinité de ces domaines pour l’ATP. Un dimère « fermé » des domaines NBD est formé 
dans lequel deux molécules d’ATP sont insérées. La formation de ce dimère provoque alors 
un changement conformationnel important dans les domaines MSD, c’est la communication 
« retour ». Le site de fixation de l’allocrite perd son affinité et est alors relâché.  
3) L’ATP est hydrolysé ce qui déstabilise le dimère fermé des domaines NBD. Le 
transporteur est alors dans un état transitoire où les domaines NBD sont fixés à l’ADP et au 
phosphate inorganique (Pi) et le site de fixation de l’allocrite est toujours de faible 
affinité(Urbatsch et al., 2003; Urbatsch et al., 2003).  
4) Il semble que seul le relâchement complet de l’ADP et du Pi permet au transporteur de 
retrouver son état initial dans lequel les domaines NBD sont en conformation ouverte et le site 
de fixation de l’allocrite retrouve son affinité maximale. 
 
 Pour expliquer le mécanisme d’efflux d’antibiotiques par les transporteurs ABC, deux 
modèles ont été proposés. Le modèle de type « flippase » propose que l’antibiotique soit








Fig.24 : Classification des transporteurs ABC de B. subtilis. Douze sous-familles de domaines 
NBD ont été identifiées chez B. subtilis. 
Les sous-familles 6, 7, 9 (en rouge) sont impliquées dans des systèmes d’efflux 
d’antibiotiques. La sous-famille 9 rassemble des transporteurs ABC prédits comme étant des 
exporteurs. Nous nous sommes particulièrement intéressés à trois d’entre eux : BceAB 
(anciennement YtsCD), PsdAB (ancienemment YvcRS) et YxdLM (encadrés en rouge). 
D’après (Quentin et al., 1999). 
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recruté au niveau du feuillet interne de la membrane puis transloqué dans le feuillet externe 
par un changement de conformation du transporteur. L’antibiotique peut alors diffuser dans le 
milieu externe (Higgins and Gottesman, 1992). Le modèle de type « vacuum cleaner » 
propose un rejet complet de l’antibiotique dans le milieu extérieur après recrutement dans la 
membrane (Gottesman and Pastan, 1993).  
 
 
 Classification des transporteurs ABC 
 
 Les comparaisons de séquences des domaines NBD ont tout d’abord permis de mettre 
en évidence des motifs très conservés. C’est le cas des domaines de Walker A et B qui sont 
impliqués dans la fixation et l’hydrolyse de l’ATP(Walker et al., 1982), ou du motif Switch 
impliqué dans le couplage de l’hydrolyse et du transport(Schneider and Hunke, 1998). 
 Une étude similaire réalisée sur les domaines MSD montre que ces derniers sont 
beaucoup moins conservés. En effet, les MSD contiennent de 4 à 12 fragments 
transmembranaires qui ne jouent pas tous un rôle essentiel dans le transport(Blight et al., 
1994). Les extrémités N et C-terminales des MSD sont cytoplasmiques. Chez les importeurs, 
un motif conservé nommé EAA a été caractérisé dans la boucle cytoplasmique à une centaine 
de résidus de l’extrémité C-terminale. Ce motif est impliqué dans l’interaction avec le 
domaine NBD du transporteur et présente de fortes conservations lorsqu’un même type 
d’allocrite est transporté(Saurin et al., 1994). 
 
 Le séquençage des génomes de plusieurs micro-organismes (B. subtilis, E. coli et M. 
tuberculosis) ont permis d’identifier l’ensemble des gènes codant pour des transporteurs ABC 
chez ces bactéries et d’établir une classification des transporteurs ABC en fonction de leur 
similarité de séquence. Ainsi, chez B. subtilis, 86 domaines NBD, 103 domaines MSD et 37 
SBPs ont pu être identifiés et 78 transporteurs ABC, dont 38 importeurs et 40 exporteurs, ont 
pu être déterminés. Cette analyse, réalisée au laboratoire, a permis la classification de ces 
transporteurs en 11 sous-familles de domaines NBD (Fig.24)(Quentin et al., 1999). Chez E. 
coli, 10 sous-familles de domaines NBD ont été identifiées(Linton and Higgins, 1998) et chez 
M. tuberculosis, 11 sous-familles(Braibant et al., 2000). Les membres de chaque sous-famille 
semblent être impliqués dans l’import ou l’export d’allocrites de même nature, ce qui dans 
une certaine mesure, permet de faire des prédictions quant à l’allocrite pris en charge par des 
transporteurs ABC de fonction inconnue.  
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 Chez B. subtilis, trois familles de domaines NBD apparaissent comme impliquées dans 
des systèmes d’efflux d’antibiotiques(Quentin et al., 1999) (banque de donnée ABCdb (An 
ABC transporter database), http://www-abcdb.biotoul.fr/)(Quentin and Fichant, 2000) 
(Fig.24) : 
 - la famille 6 rassemble globalement des transporteurs ABC impliqués dans les systèmes 
d’efflux d’antibiotiques chez les organismes producteurs de ces antibiotiques, comme le 
système SunT conférant la résistance à la sublancine. On trouve également dans cette sous-
famille les exporteurs de type LmrA de L. lactis qui confèrent des phénotypes de multi-
résistances. L’organisation des domaines de l’ensemble de ces transporteurs ABC est 
similaire à l’organisation des domaines de LmrA, avec le domaine NBD fusionné au domaine 
MSD. 
 - la famille 7 contient en particulier des transporteurs ABC à 4 domaines non fusionnés, 
qui semblent impliqués dans les mécanismes d’immunité aux antibiotiques 
 - la famille 9, enfin, rassemble des transporteurs ABC prédits comme étant des 
exporteurs et semblant impliqués dans des systèmes d’immunité (immunité à la salivaricine 
pour le transporteur SalTX) ou des systèmes de résistance aux antibiotiques. Cette famille 
contient trois transporteurs intéressants, dont nous reparlerons plus tard, le transporteur 
BceAB (anciennement YtsCD) impliqué dans la résistance à la bacitracine, et les 
transporteurs PsdAB (anciennement YvcRS) et YxdLM.  
 
 
 En conclusion, l’ensemble de ces mécanismes de résistance constitue pour les bactéries 
un arsenal de défense contre les antibiotiques ciblant l’enveloppe bactérienne. Nous allons 
voir que les déterminants génétiques de ces résistances sont l’objet de mécanismes de 
régulations complexes permettant à la bactérie de répondre de façon coordonnée à la présence 
d’un antibiotique dans son environnement. 
 
  













Fig.25 : Les différentes fonctions pouvant être induites par un « cell wall stress stimulon ». 
D’après (Mascher et al., 2003; Pietiäinen et al., 2005; Utaida et al., 2003; Mongodin et al., 
2003; McCallum et al., 2006; Kramer et al., 2006; Wecke et al., 2006). 
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2) Les mécanismes de régulation des gènes codant pour les systèmes de 
résistance aux antibiotiques ciblant la paroi 
 
 Comme nous l’avons vu, de nombreux mécanismes de résistances permettent la défense 
des bactéries contre les antibiotiques ciblant l’enveloppe bactérienne. Ces mécanismes font 




a) Les « cell wall stress stimulon » 
 
 Mises en contact avec un antibiotique, les bactéries vont moduler l’expression de 
nombreux gènes intervenant dans la mise en place d’une réponse adaptée, leur permettant de 
survivre en dépit de la présence de cet agent toxique. Le stress de l’enveloppe (cell wall 
stress) engendré par la rencontre de l'antibiotique et de sa cible, la paroi, induit l'expression 
d'un groupe de gènes. L’ensemble des gènes répondant à un stimulus donné est appelé 
stimulon. 
 De nombreuses études portant sur ces stimulons ont été réalisées chez plusieurs 
Firmicutes grâce aux outils d’analyse globale tels que le transcriptome ou le protéome et 
révèlent un réseau de régulation complexe en réponse à la présence d’antibiotiques ciblant 
l’enveloppe bactérienne. Les premières études de ce type ont été réalisées pour analyser la 
réponse de B. subtilis à la présence de bacitracine(Mascher et al., 2003) ou d’antibiotiques 
cationiques(Pietiäinen et al., 2005) et la réponse de S. aureus à plusieurs antibiotiques ciblant 
la paroi, l’oxacilline, la bacitracine, la D-cyclosérine(Utaida et al., 2003) et la 
vancomycine(Mongodin et al., 2003; McCallum et al., 2006). D’autres études ont été ensuite 
réalisées sur le stimulon induit par la présence de nisine chez L. lactis(Kramer et al., 2006) ou 
sur la réponse de B. licheniformis à la vancomycine et à la bacitracine(Wecke et al., 2006). 
 
 Ces différentes études ont montré que les « cell wall stress stimulons » correspondent à 
un grand nombre de gènes. Par exemple, en réponse à la vancomycine, chez S. aureus, on 
dénombre 69 gènes induits et 41 réprimés(McCallum et al., 2006). Ces gènes sont impliqués 
dans des fonctions très diverses (Fig.25).  
 Nombre des gènes induits codent pour des protéines dont les fonctions sont reliées à 
l’enveloppe bactérienne. Ce sont des enzymes impliquées dans la synthèse des constituants de 
la paroi, comme les PBPs, les autolysines et les enzymes Mur impliquées dans la synthèse de
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peptidoglycane(Mongodin et al., 2003; Utaida et al., 2003; Pietiäinen et al., 2005; McCallum 
et al., 2006), les enzymes Tag impliquées dans la synthèse des acides téichoiques(Pietiäinen et 
al., 2005), ou encore les N-acétyl-Glucosamine-6P-isomérases qui optimisent le rendement de 
synthèse de ces constituants(Kramer et al., 2006). Ainsi, cet accroissement de la synthèse des 
constituants de la paroi va permettre aux Firmicutes de produire une paroi plus 
épaisse(Mongodin et al., 2003). De même des gènes codants pour des machineries de 
modification de la paroi vont être induits. C’est le cas de l’opéron dlt qui, comme nous 
l’avons vu précédemment, diminue la perméabilité de la paroi(Wecke et al., 2006), de 
l’opéron gal codant pour l’incorporation de résidus galactoses dans les acides lipotéichoiques 
augmentant ainsi leur rigidité(Kramer et al., 2006), l’opéron cap chez S. aureus, codant pour 
la production de polysaccharides dans la couche S de la paroi, réduisant notamment la 
pénétration des antibiotiques(Utaida et al., 2003). On retrouve également des gènes codant 
pour des enzymes de modifications de la membrane plasmique, comme l’augmentation du 
taux de cardiolipines membranaires (gène ywiE de B. subtilis), ou la diminution du taux 
d’acides gras saturés (répression de l’opéron fab de L. lactis). Ces mécanismes sont supposés 
densifier la membrane plasmique et réduire la pénétration d’antibiotiques cationiques et donc 
la formation de pores(Kramer et al., 2006; Pietiäinen et al., 2005). D’autre part, certains 
mécanismes de modification de l’enveloppe bactérienne peuvent aboutir à une augmentation 
du pH de surface. C’est le cas de la voie de dégradation de l’arginine, dont les enzymes sont 
codés par l’opéron arc et qui produit de l’ornithine, du dioxyde de carbone et de l’ammonium, 
tendant à augmenter le pH et ainsi, dégrader les antibiotiques cationiques ou permettre leur 
fixation à la paroi, empêchant l’antibiotique d’atteindre la membrane(Kramer et al., 2006). 
 En outre, les « cell wall stress stimulon » incluent des gènes impliqués dans divers 
mécanismes de résistances, comme ceux de résistance à la fosfomycine(Pietiäinen et al., 
2005), à la bacitracine(Pietiäinen et al., 2005; Wecke et al., 2006) ou à la tétracycline(Kramer 
et al., 2006) et des gènes codant pour des transporteurs ABC. Beaucoup sont de fonctions 
inconnus, mais les auteurs de ces études ont supposé que la présence de ces transporteurs 
augmente probablement la capacité d’efflux d’antibiotiques des bactéries. 
 De nombreux gènes impliqués dans le métabolisme cellulaire central sont également 
modulés dans les « cell wall stress stimulon ». Les mécanismes utilisés pour répondre au 
stress de l’enveloppe ont un coût énergétique que les bactéries doivent prendre en compte au 
niveau du métabolisme global d’économie d’énergie. Par exemple, chez S. aureus, en 
présence de vancomycine, les gènes codant pour les importeurs de composés sucrés du 
système PTS sont induits, permettant ainsi l’augmentation de l’apport de glucose ou de















Fig.26 : Diversité des mécanismes mis en place par L. lactis lors de la réponse à la 
nisine.D’après (Kramer et al., 2006). 
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fructose nécessaire pour renouveler rapidement les constituants de la paroi(Mongodin et al., 
2003). D’autre part, l’opéron pur, codant pour les enzymes de la biosynthèse des purines, est 
également fortement induit. Cette voie de biosynthèse est un mécanisme alternatif de synthèse 
d’AMP puis d’ATP, qui permet probablement de palier à la diminution de la quantité d’ATP 
normalement obtenue par glycolyse(Mongodin et al., 2003). Chez B. licheniformis, en 
présence de vancomycine et de bacitracine, on retrouve un mécanisme similaire, l’induction 
de l’opéron pyr, codant pour les enzymes de biosynthèse des pyrimidines(Wecke et al., 2006). 
 Des gènes impliqués dans des réponses adaptatives aux stress plus généraux sont 
également induits. Ainsi, des protéines répondant au choc phagique(Pietiäinen et al., 2005), au 
choc de température, comme DnaK(Kramer et al., 2006), ou au choc de pH(Utaida et al., 
2003), et des protéines de réplication, comme les hélicases(Pietiäinen et al., 2005) ou les 
recombinases(McCallum et al., 2006), et de réparation de l’ADN, comme RadC(Pietiäinen et 
al., 2005) sont produites.  
 Par ailleurs, on observe l’induction de gènes impliqués dans des mécanismes de 
virulence chez S. aureus (production d’exotoxines, perte de protéines de surface, production 
de bactériocines), permettant à la bactérie de toucher à son tour les autres organismes présents 
dans sa niche écologique(Mongodin et al., 2003; McCallum et al., 2006).  
 
 En conclusion, les « cell wall stress stimulon » ont un impact fort sur la cellule en 
induisant des déterminants génétiques impliqués dans des fonctions diverses. Cependant, tous 
les mécanismes induits peuvent être reliés à une mise en place de la résistance à un 
antibiotique. Ceci est bien illustré par la résistance à la nisine chez une souche de L. lactis 
non-productrice de nisine (Fig.26). 
  Le grand nombre de gènes appartenant à ces stimulons suggère l’existence d’un réseau 
de systèmes de régulation (ou « network ») capable de détecter puis de répondre aux attaques 
de l’intégrité de l’enveloppe bactérienne. Deux types de système de régulation ont été 
clairement identifiés comme participant à la détection de stress de la paroi : les facteurs sigma 
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b) Les facteurs sigmas à fonction extracytoplasmique ou ECFs 
 
  Lors de l’initiation de la transcription, l'ARN polymérase s'associe avec une protéine 
appelée le facteur sigma. Celui-ci joue un rôle essentiel dans la sélectivité de l'activité 
transcriptionnelle en permettant à la polymérase de se fixer de manière spécifique sur les 
promoteurs qu’elle transcrit. La substitution d’un facteur sigma par un autre peut rediriger une 
partie ou l’ensemble des ARN polymérases vers la transcription de gènes normalement 
silencieux.  
  Chez les bactéries, il existe deux types de facteurs sigmas : σ70 ou σ57, qui différent par 
leur structure et leur fonction(Gross et al., 1998). Les facteurs sigma de type σ70 sont divisés 
en cinq groupes. Les facteurs sigma du groupe 1, dont font partie le facteur σ70 d’ E. coli et ses 
orthologues, sont dits « primaires » car ils sont essentiels aux bactéries. Ils participent à la 
majorité de l’activité de transcription durant la croissance exponentielle(Lonetto et al., 1992). 
Les autres groupes de facteurs sigma participent à des activités plus spécifiques, comme 
l’initiation de la transcription lors de stress généraux ou lors de la phase stationnaire de 
croissance. Plus spécifiquement, les facteurs sigma appartenant au groupe 4 sont impliqués en 
réponse à des stimuli extracytoplasmiques (tels que les chocs osmotiques, les chocs 
thermiques ou les stress de la paroi) et permettent la transcription de gènes codant pour des 
protéines impliquées dans des fonctions extracytoplasmiques(Missiakas and Raina, 1998). Ils 
sont ainsi appelés les facteurs sigma à fonction extracytoplasmique (ou ECFs).  
 A la suite du séquençage du génome de B. subtilis, sept ECFs ont été identifiés(Kunst et 
al., 1997). Certains de ces facteurs sigmas sont impliqués dans l’expression des gènes codant 
pour des mécanismes de résistance aux antibiotiques ciblant l’enveloppe bactérienne. Par 
exemple, le gène codant pour le facteur σM, exprimé en début et jusqu’au milieu de la phase 
exponentielle de croissance(Thackray and Moir, 2003), est indispensable au maintien de 
l’intégrité de l’enveloppe bactérienne dans diverses conditions de stress. Son expression est 
induite en présence d’une salinité élevée, d’un pH acide, d’éthanol et d’antibiotiques ciblant 
l’enveloppe bactérienne comme la bacitracine, la vancomycine et la fosfomycine et enfin, lors 
de chocs thermiques(Thackray and Moir, 2003). Le régulon σM compte notamment le gène 
bcrC, codant pour une UPP phosphatase impliquée dans la résistance à la bacitracine. 
 Le gène codant pour le facteur σX, exprimé en fin de phase exponentielle, permet le 
contrôle des modifications au niveau de l’enveloppe bactérienne(Huang and Helmann, 1998). 
Son régulon contient l’opéron dlt, impliqué dans l’augmentation de la perméabilité 
membranaire (Fig.20), le gène bcrC, appartenant également au régulon σM, et le gène pbpX,








Fig.27 : Mécanisme de phosphotransfert d’un système de transmission du signal classique. 
La transmission du signal fait intervenir 4 étapes successives : 
(1) La perception du signal : le domaine de détection de l’histidine kinase perçoit le signal et 
entraîne une modification de conformation du senseur, conduisant à l’autophosphorylation du 
résidu histidine (H) conservé. 
 (2) Le phosphotransfert : le groupement phosphate (P) lié au résidu (H) est transféré sur un 
résidu aspartate (D) conservé du domaine receveur du régulateur de réponse. 
 (3) Activation du régulateur : la phosphorylation du domaine receveur provoque un 
changement de conformation du régulateur, activant son domaine effecteur. Le régulateur va 
alors pouvoir activer ou réprimer l’expression de ses gènes cibles.  
 (4) Réversibilité du système : en absence de signal, le régulateur actif peut revenir à son état 
inactif, soit en étant déphosphorylé grâce à une activité phosphatase qui lui est intrinsèque, 
soit par l’intervention d’une protéine phosphatase auxiliaire ou d’une activité phosphatase 
portée par le senseur. 
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codant pour une PBP.  
 Enfin, le régulon du facteur σW comprend plus de 50 gènes souvent impliqués dans des 
synthèses d’antibiotiques ou des mécanismes de défenses contre les antibiotiques ciblant 
l’enveloppe bactérienne. Ainsi, le facteur σW permet l’expression de pbpE, codant pour une 
PBP de bas poids moléculaire, fosB qui permet la résistance à la fosfomycine(Huang et al., 
1999), ainsi que des gènes codant pour des transporteurs ABC de la sous-famille 6 supposés 
être impliqués dans l’efflux d’antibiotiques. L’expression de ce facteur sigma est, par ailleurs, 
induite par la présence de plusieurs antibiotiques inhibant la synthèse de la paroi, comme la 
vancomycine, la céphalosporine C, la D-cyclosérine ou la fosfomycine(Cao et al., 2002).  
 Ces trois ECFs sont exprimés à trois stades de croissance successifs, ce qui explique les 
recoupements observés d’une part, au niveau des inducteurs physiologiques de ces régulons : 
stress lié au maintien de l’intégrité membranaire, antibiotiques inhibant la synthèse de la paroi 








 Les phosphorelais de type His/Asp (transfert de phosphate d’un résidu histidine à un 
résidu aspartate) existent chez les procaryotes, les archaebactéries, les eucaryotes 
unicellulaires et les plantes(Grebe and Stock, 1999). Parmi, les phosphorelais bactériens, les 
systèmes dits à deux composants sont désignés comme étant les « yeux » d’un micro-
organisme(Fabret et al., 1999) car ils permettent de détecter une variation de l’environnement 
et d’assurer la transmission du signal, grâce à une cascade de phosphorylations qui aboutit à 
une réponse cellulaire adaptée.  
 Pour les systèmes classiques, auxquels nous nous intéressons plus particulièrement, la 
détection du stimulus et l’initiation de la cascade de phosphorylations sont assurées par une 
protéine senseur, généralement membranaire, possédant un domaine de détection N-terminal, 
extra cytoplasmique, et un domaine cytoplasmique à activité histidine kinase, appelé domaine 
transmetteur(Stock et al., 1989). Le partenaire de l’histidine kinase est un régulateur de 
réponse, constitué d’un domaine contenant le site de phosphorylation, appelé domaine 
receveur, et d’un domaine C-terminal de fixation à l’ADN, assurant le contrôle de










Fig.28 : Organisation des modules au sein des phosphorelais classiques et complexes. 
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l’expression des gènes cibles (Fig.27). L’exemple le plus caractéristique est le système 
EnvZ/OmpR impliqué dans l’osmorégulation chez E.coli(Pratt and Silhavy, 1995). 
 
 Il existe également des phosphorelais dits « complexes », se distinguant des 
phosphorelais classiques par leur organisation et le nombre d’étape de phosphorylation. En 
effet, les phosphorelais classique possède 1 domaine transmetteur sur les histidines kinases 
(H) et 1 domaine receveur sur le régulateur de réponse (D), alors que les phosphorelais 
complexes peuvent en comporter deux de chaque. Les phophorelais complexes passent donc 
par quatre étapes de phosphorylation pour transmettre leur signal ce qui permet d’affiner la 
régulation(Perraud et al., 1999). Dans les systèmes complexes, suite à l’autophosphorylation 
du domaine H1, le phosphate est transféré sur un domaine alternatif D1, puis transmis au 
niveau d’un domaine alternatif H2 (également appelé Hpt pour Histidine Phosphotransfert) 
avant d’atteindre le domaine receveur D2 du régulateur de réponse (Fig.28). 
 On distingue alors 3 grands types de senseurs suivant le nombre de domaines qu’ils 
comportent. Les senseurs orthodoxes sont l’archétype d’un senseur classique, à deux 
domaines et peuvent être impliqués dans des phosphorelais classiques, comme EnvZ d’E. 
coli(Pratt and Silhavy, 1995), ou complexes, KinA et KinB de B. subtilis(Burbulys et al., 
1991). 
 Les senseurs non-orthodoxes, en plus des domaines détecteur et transmetteur H1, 
possèdent un domaine receveur alternatif D1 suivi d’un domaine transmetteur alternatif H2. 
On peut citer comme exemples BvgS impliqué dans la régulation de la virulence chez 
Bordetella pertussis(Uhl and Miller, 1996), ou TorS impliqué dans la régulation du système 
respiratoire TMAO dépendant chez E.coli(Jourlin et al., 1996). 
 Les senseurs hybrides enfin sont très similaires aux senseurs non-orthodoxes à ceci près 
que leur domaine transmetteur alternatif H2 constitue un domaine séparé du senseur. On 
trouve ce type de senseur dans le système Lux de V. harveyi(Freeman and Bassler, 1999) mais 
également chez les eucaryotes avec le senseur Sln1 impliqué dans l’osmorégulation chez 
Saccharomyces cerevisiae (Xu and West, 1999). 
 
 
 Caractéristique de la détection du signal 
 
 La détection du signal peut se faire selon trois grands modes : détection 
extracytoplasmique, détection cytoplasmique et détection membranaire (Fig.29). 











Fig.29 : Les trois mécanismes de perception du signal. 
(A)Les senseurs à détection extracytoplasmique perçoivent le signal via une large boucle 
extracytoplasmique (en violet). 
(B) Les senseurs à détection cytoplasmique détectent un signal cytoplasmique et peuvent être 
soit ancrés dans la membrane soit solubles dans le cytoplasme (en jaune).  
(C) Les senseurs à détection membranaire perçoivent le signal via leurs hélices 
transmembranaires (en bleu) ou via leurs hélices transmembranaires combinées à des boucles 
extracytoplasmiques courtes (en vert).  
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  Les senseurs à détection extracytoplasmique représentent le mode de détection 
classique et constituent le plus grand groupe de phosphorelais. Ils possèdent une large 
boucleextracytoplasmique, permettant la perception du signal, encadré par deux domaines 
transmembranaires, la partie de la protéine portant l’activité kinase étant située dans le 
cytoplasme(Mascher et al., 2006). Les senseurs tels que EnvZ impliqué dans le perception du 
changement de l’osmolarité extracellulaire chez E. coli(Pratt and Silhavy, 1995), PhoQ dont 
le rôle est important pour le contrôle de la pathogénicité chez Salmonella typhimurium(Guo et 
al., 1997), TorS, impliqué dans la détection du TMAO chez E. coli(Méjean et al., 1994) ou 
VirA contrôlant l’expression des facteurs de virulence chez Agrobacterium tumefaciens(Jin et 
al., 1990) appartiennent à ce groupe(Mascher et al., 2006).  
 
 Les senseurs à détection cytoplasmique correspondent au deuxième plus grand groupe 
de phosphorelais et peuvent détecter un signal cytoplasmique. Les senseurs de ce type 
peuvent être, soit ancrés dans la membrane avec un domaine de détection cytoplasmique en 
N- ou C-terminal, soit libres dans le cytoplasme(Mascher et al., 2006). Les senseurs ancrés à 
la membrane possèdent deux à quatre fragments transmembranaires sans boucle 
extracytoplasmique significative. Cette classe de senseurs détecte la présence de solutés 
cytoplasmiques ou de protéines de signalisation de l'état métabolique de la cellule, du 
développement de la cellule ou du cycle cellulaire. C’est le cas de KdpD qui contrôle, en cas 
de carence en potassium, la réponse adaptative de E. coli(Jung and Altendorf, 2002), ou du 
senseur d’oxygène, FixL, régulant la transcription des gènes de fixation de l’azote chez les 
bactéries symbiotiques Bradyrhizobium japonicum et Rhizobium meliloti(Gerharz et al., 2003; 
Gilles-Gonzalez and Gonzalez, 1993).  
 
 Enfin, le troisième groupe de senseur contient des histidines kinase particulières, 
pouvant détecter des stimuli via leurs régions transmembranaires. Ces senseurs possèdent de 
deux à vingt fragments transmembranaires reliés par des segments intra ou extracellulaire très 
courts, ne pouvant, à priori, pas jouer le rôle de capteur. Par conséquent, le signal serait 
détecté soit au niveau de la surface interne ou externe de la membrane, soit à l’intérieur de la 
membrane, puis transféré au domaine kinase cytoplasmique(Mascher et al., 2006). Ces 
senseurs pourraient donc percevoir des stimuli comprenant des changements de propriétés de 
l’enveloppe cellulaire, des modifications des gradients d’ions ou électrochimiques, des 
processus de transport ou la présence de composés affectant l’intégrité membranaire.  
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 Un groupe de senseurs particuliers impliqués dans la détection des antibiotiques ciblant 
la paroi peut être différencié. Ces senseurs, baptisés IM-HK (pour Intra Membrane-Histidine 
Kinase), se retrouvent pour la plupart chez les Firmicutes et possèdent deuxdomaines 
transmembranaires séparés par une boucle extracytoplasmique de moins de vingt-cinq acides 
aminés (Fig.29, en bleu)(Mascher, 2006). Deux grandes familles d’IM-HK peuvent être 
distinguées sur la base de leur similarité de séquence et du contexte génomique.  
 Les senseurs de la famille LiaS-like font partie d’un système à trois composants. Seuls 
deux membres de cette famille ont été décrits LiaS de B. subtilis et VraS de S. 
aureus(Mascher, 2006). Le gènes codant pour le phosphorelais LiaSR font partie du stimulon 
induit par la bacitracine(Mascher et al., 2003) et sont également induits par d’autres 
antibiotiques interférant avec le lipide II, comme la nisine, la vancomycine ou la 
ramoplanine(Mascher et al., 2004). Le système à deux composants LiaSR possède un 
troisième partenaire, une protéine ancrée à la membrane, nommée LiaF, jouant le rôle 
d’inhibiteur du système(Wolf et al., 2010). Les gènes codant pour le système VraSR de S. 
aureus répondent à l’inhibition de la synthèse de la paroi et sont induits par la présence de 
plusieurs antibiotiques comme les glycopeptides, les β-lactames, la bacitracine et la D-
cycloserine(Kuroda et al., 2003). 
 Les senseurs de la famille BceS-like sont liés par leur fonction et le contexte génomique 
à des transporteurs ABC(Joseph et al., 2002; Joseph et al., 2004; Mascher, 2006). En effet, les 
gènes codant pour ces senseurs et leurs régulateur de réponse associés (ils en ont chacun 
un) se trouvent en amont des gènes codant pour des transporteurs ABC. Ces derniers se 
trouvent sur un opéron distinct dont l’expression est activée par le phophorelais. Ce lien 
génétique a été démontré pour trois systèmes chez B. subtilis : BceRSAB (anciennement 
YtsABCD), PsdRSAB (anciennement YvcPQRS) et YxdJKLM(Joseph et al., 2002). Le 
système BceRSAB de B. subtilis dont BceRS est le phophorelais et BceAB le transporteur 
ABC, fonctionne de cette manière et confère la résistance à la bacitracine(Bernard et al., 
2003; Mascher et al., 2003; Ohki et al., 2003; Bernard et al., 2007). Nous reviendrons plus en 
détails sur ce système, qui est au cœur de ma thèse, dans la troisième partie de l’introduction. 
De plus, les senseurs de type BceS-like appartiennent à la sous-famille IIIa définie chez B. 
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 Exemple de phosphorelais impliqués dans la régulation de mécanisme de 
résistances aux antibiotiques ciblant l’enveloppe 
 
  Les phosphorelais participent très souvent à la régulation de gènes impliqués dans des 
mécanismes de résistances aux antibiotiques chez les bactéries(Stephenson and Hoch, 
2002),mais dans la plupart des cas, le stimulus précis d’activation du phosphorelais reste 
inconnu.  
  Le phosphorelais VanSR régule l’expression des gènes vanA et vanB en réponse à la 
vancomycine chez E. faecalis. Ce phosphorelais est également impliqué dans l’expression de 
ses propres gènes de structure et semble indispensable à la régulation négative du système en 
absence de stimulus(Arthur and Quintiliani, 2001). 
  Le système plus global PhoP/PhoQ de Salmonella enterica, permet la régulation d’un 
grand nombre de gènes différents, à la fois impliqués dans la virulence de S. enterica chez la 
souris et l’homme(Bader et al., 2005) et dans des résistances aux antibiotiques, comme à la 
polymyxine et la magainine(Shi et al., 2004). En effet, certains produits des cibles de PhoP 
ont un rôle dans les modifications du lipopolysaccharides qui confèrent des résistances aux 
antibiotiques(Groisman et al., 1992).  
 D’autres systèmes à deux composants sont liés aux réseaux de régulation contrôlés par 
les facteurs sigma à fonction extracytoplasmique. C’est le cas de CseBC de S. coelicolor 
pouvant activer l’expression de ses propres gènes de structures et celui du facteur σE, dont le 
produit, à son tour, va entraîner l’expression de l’opéron cwg (Cell Wall Glycan) qui permet 




  En conclusion, les micro-organismes possèdent de nombreux mécanismes de régulation 
leur permettant de détecter la présence d’antibiotiques ayant pour cible l’enveloppe 
bactérienne, puis de moduler l’expression des gènes permettant d’adapter leur comportement 
face à ces antibiotiques (métabolisme, constitution de l’enveloppe, mécanisme de résistance). 
La complexité des réseaux de régulation observés à la suite d’un stress de l’enveloppe 
bactérienne rend difficile l’identification précise de chacun des stimuli activant les différents 
systèmes de régulation et la caractérisation des gènes de résistances spécifiques à un 
antibiotique.  
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III) La résistance à la bacitracine chez B. subtilis 
 
A) B. subtilis et les Firmicutes 
 
1) Le groupe des Firmicutes 
 
 B. subtilis est une bactérie à gram positif, appartenant au genre Bacillus qui fait partie de 
la branche des Firmicutes, autrement appelés groupe Bacillus/Clostridium, contenant 
exclusivement des bactéries avec un génome à faible pourcentage de G+C.Chez les 
Firmicutes, On peut distinguer par analyse phylogénétique trois classes différentes, à savoir, 
les Bacilli (regroupant les espèces de genre Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus, 
Enterococcus et Listeria), les Clostridia, et enfin les Mollicutes (espèces de genre 
Mycoplasma). 
 Outre de nombreuses bactéries non-cliniques et ubiquitaires, le groupe des Firmicutes 
contient de nombreux pathogènes comme B. anthracis, Listeria monocytogenes, S. aureus, S. 
epidermidis, E. faecalis, Clostridium tetani ou encore S. pneumoniae. 
 De plus, certains Firmicutes produisent des antibiotiques. Pour le seul genre Bacillus par 
exemple, on distingue un très grand nombre d’antibiotiques différents(Tagg et al., 1976). 
C’est le cas de B. licheniformis qui synthétise la bacitracine et la lichenysine(Froyshov and 
Laland, 1974; Konz et al., 1999) ou de B. brevis qui produit la gramicidine S et la 
tyrocidine(Figenschou et al., 1967; Mootz and Marahiel, 1997). De la même manière, les 
bactéries de genre Streptococcus et Entérococcus synthétisent de nombreux antibiotiques 
comme la nisine, la salivaricine ou diverses entérocines(Nes et al., 2007). 
 
 
2) B. subtilis, une bactérie « modèle » 
 
 B. subtilis est un organisme ubiquitaire que l’on peut trouver préférentiellement dans le 
sol au voisinage des plantes, mais également dans certains écosystèmes marins ou encore dans 
l’appareil digestif des animaux. Le génome de B. subtilis est le premier d’une bactérie à gram 
positif à avoir été séquencé(Kunst et al., 1997). Non pathogène pour l’homme, c’est un 
organisme pour lequel de nombreux outils génétiques sont disponibles, facilitant ainsi sa 
manipulation. Il est utilisé comme modèle pour l'étude de bactéries pathogènes telles que S
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aureus, S. pneumoniae, B. anthracis ou encore L. monocytogenes. La recherche industrielle 
s'intéresse elle aussi à B. subtilis car cette bactérie est source d'enzymes d’intérêts telles que 
les amylases, utilisées dans l'industrie du pain, ou encore les protéases et les cellulases, dans 
l'industrie des détergents. Cet organisme est également étudié dans le domaine 
pharmaceutique pour sa capacité à produire des antibiotiques, comme la bacitracine(Azevedo 
et al., 1993) ou la subtilosine(Babasaki et al., 1985), la fengycine(Chen et al., 1995), la 
mycosubtiline(Duitman et al., 1999) ou encore la surfactine(Cosmina et al., 1993).  
 Une particularité de B. subtilis est sa faculté d’adaptation à divers environnements. En 
effet, cette bactérie est capable de vivre dans différents écosystèmes et de survivre dans des 
conditions extrêmes. Pour cela, différents systèmes, lui permettant de s’adapter au milieu, 
existent chez cette bactérie. B. subtilis est naturellement compétente, ce qui lui permet de 
capturer de l’ADN étranger. La captation d'un ADN étranger peut constituer une source de 
nucléotides et également permettre à la bactérie d’acquérir de nouveaux gènes. Dans des 
conditions défavorables de croissance, elle est capable de se différencier en spores hautement 
résistantes, qui pourront reprendre leur croissance quand l’environnement sera redevenu 
favorable. Dans ce cadre, il est important pour la bactérie de détecter des variations 
environnementales mais également de pouvoir échanger des substances avec le milieu 
extérieur. Dans ce contexte, B. subtilis dispose d’une multiplicité de phosphorelais et de 
transporteurs, dont un nombre important de transporteurs de type ABC, qui lui permettent de 
mettre en place une réponse adaptée aux changements de l’environnement d’une façon rapide 
et efficace. Par exemple, un tel mécanisme est employé par B. subtilis pour détecter la 





  La bacitracine a surtout été utilisée, en médicine clinique dans les traitements 
d’infections oculaires et chez les patients atteints de brûlure(Kanof, 1970), mais elle est 
inefficace dans la plupart des traitements contre les infections graves comme celles causées 
par les pathogènes nosocomiaux de type Entérocoques(Mondy et al., 2001). Plusieurs souches 
pathogènes sont résistantes à la bacitracine, c’est le cas des Enterocoques(McGowan et al., 
2006), de Listeria spp.(Li et al., 2007),  de C. difficile(Bourgault et al., 2006), ou encore de S. 
Aureus (Matsuo et al., 2010) (Yoshida et al., 2011) (Kolar et al., 2011) (Blake et al., 2011).
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Fig.31 : Mode d’action de la bacitracine.  
La bacitracine est capable de se complexer à l’undécaprénylpyrophosphate (UPP) formé après 
libération du monomère de peptidoglycane. Ce complexe affecte drastiquement l’accessibilité 
de l’UPP aux phosphatases qui le déphosphorylent. La régénération de l’UP, étape finale de la 
biosynthèse de peptidoglycane, est alors bloquée. Le pool cellulaire d’UP diminue et ne 
permet plus un rendement suffisant de translocation de nouveaux précurseurs monomériques 
de peptidoglycane et la voie de biosynthèse est rapidement stoppée.  
UppP : UPP Phosphatase, UppS :UPP synthase, pep : pentapeptide, PBPs : Penicillin Binding 
Proteins.  
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1) Biosynthèse 
 
  Cet antibiotique à branche cyclique est un dodécapeptide synthétisé de façon non-
ribosomique par B. licheniformis et B. subtilis (Haavik and Froyshov, 1975; Azevedo et al., 
1993). Notons, cependant, que la souche de B. subtilis utilisée au laboratoire ne le produit pas. 
  La synthèse de la bacitracine est réalisée par un complexe multienzymatique de type 
NRSP (Fig.14). Chez B. licheniformis, le cluster de gènes de biosynthèse de la bacitracine 
comprend le gène bacT codant pour une thioestérase, permettant les liaisons thioesters des 
résidus aminoacides à chaque module de trois peptides synthases, bacA, bacB, et bacC, dont 
les produits permettent l’assemblage des 12 aminoacides de l’antibiotique(Eppelmann et al., 
2001). La première peptide synthase, codée par bacA, permet la formation de l’anneau 
thiazoline, essentiel à l’activité de l’antibiotique, à partir des deux premiers résidus isoleucine 
et cystéine. La troisième peptide synthase, codée par bacC, permet la cyclisation de la 
molécule entre le résidu asparagine et le résidu lysine (Fig.30). 
 La bacitracine est produite sous une multitude de formes plus ou moins actives, la 
bacitracine A étant la molécule ayant l’activité antibiotique la plus forte. On distingue par 
exemple les bacitracines B1, B2 et B3 qui ont globalement la même séquence que la 




2) Mode d’action 
 
 La bacitracine cible l’enveloppe bactérienne et inhibe une étape tardive de la voie de 
biosynthèse du peptidoglycane : la régénération de l’undécaprénylphosphate (UP), le 
translocateur lipidique membranaire des précurseurs de peptidoglycane (voir partie II) 
(Fig.17). La bacitracine est capable de se complexer à l’undécaprénylpyrophosphate (UPP) 
formé après libération du monomère de peptidoglycane (Fig.31). Ce complexe affecte 
drastiquement l’accessibilité de l’UPP aux phosphatases qui le déphosphorylent. Ainsi, la 
régénération de l’UP, étape finale de la biosynthèse de peptidoglycane, est bloquée. Le pool 
cellulaire d’UP diminue et ne permet plus un rendement suffisant de translocation de 
nouveaux précurseurs monomériques de peptidoglycane et la voie de biosynthèse est 
rapidement stoppée(Siewert and Strominger, 1967). Cette action spécifique de la bacitracine 
se traduit par un effet bactériostatique à faibles concentrations et bactériolytique à fortes
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concentrations. 
 La bacitracine interagit spécifiquement avec le groupement pyrophosphate de l’UPP et 
la constante de dissociation du complexe est de l’ordre de 10-6 M-1(Stone and Strominger, 
1971). Cette interaction dépend de la présence d’un cation divalent, comme Mg2+ et Zn2+, 
qui établit un pont entre les deux charges négatives du groupement pyrophosphate et la 
bacitracine. Le cation divalent se fixe sur l’anneau de thiazoline de la bacitracine, permettant 
le rapprochement des résidus Ile5 et Phe9, qui forment ainsi une surface hydrophobe 
certainement impliquée dans l’interaction de la bacitracine avec la chaîne hydrophobe de 
l’undécaprénylpyrophosphate(Epperson and Ming, 2001; Ming and Epperson, 2002). 
 
  La bacitracine peut également interagir avec d’autres molécules de la famille des 
polyisoprénylpyrophosphates, suggérant qu’elle puisse interférer avec d’autres voies 
métaboliques impliquant ces molécules en plus de la biosynthèse de peptidoglycane. Il a en 
effet été montré, d’une part, que la bacitracine inhibe la synthèse des squalènes et des stérols 
des cellules eucaryotes de foie de rat(Hancock and Fitz-James, 1964) et d’autre part, la 
synthèse des ubiquinones des cellules eucaryotes de mammifères et des cellules 
bactériennes(Schechter et al., 1972). Ces propriétés font que la bacitracine présente une 
toxicité importante sur les cellules humaines et est donc assez peu utilisée aujourd’hui dans 
les traitements médicaux. 
 
 
C) Résistance à la bacitracine chez B. subtilis 
 
  L’analyse du transcriptome de B. subtilis en réponse à la bacitracine a montré 
l’induction de gènes impliqués dans plusieurs mécanismes de résistance(Mascher et al., 
2003). Parmi ces mécanismes, on peut relever des UPP phosphatases, protéines membranaires 
de type BcrC, qui apportent un certain niveau de résistance à la bacitracine en entraînant une 
modification de la cible de l’antibiotique, c'est-à-dire l’UPP. En plus de ces protéines, B. 
subtilis possède un autre système de résistance bien plus efficace, le système BceRSAB. Il 
comprend un système de régulation à deux composants et un système de transport de type 
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1) L’UPP phosphatase BcrC 
 
  Cette protéine anciennement appelé YwoA, est un orthologue de BcrCB de B. 
licheniformis et BcrCEc (anciennement YbjG) d’E. coli qui ont été identifiées comme 
participant à l’immunité à la bacitracine(Podlesek et al., 1995). BcrC est une chaîne 
peptidique de 193 aminoacides prédite comme membranaire car possédant potentiellement 4 
fragments transmembranaires similairement à ses orthologues. Par homologie au système de 
résistance de B. licheniformis, BcrC avait été prédite comme étant un domaine MSD de 
transporteur ABC potentiel exportant la bacitracine(Podlesek et al., 2000; Ohki et al., 2003). 
Cependant, la séquence protéique de la protéine BcrC présente une signature caractéristique 
de la famille des protéines phosphatases de type PAP2 et il en est de même pour ses 
orthologues(Bernard et al., 2003). Ainsi, BcrC participe bien à la résistance à la bacitracine, 
mais non pas en tant que partenaire MSD potentiel d’un transporteur ABC, mais en tant que 
phosphatase permettant de déphosphoryler l’undécaprénylpyrophosphate (ou UPP), cible de 
la bacitracine. De ce fait, BcrC est en compétition avec la bacitracine pour sa cible, l’UPP. 
BcrC est la première protéine à activité UPP phosphatase de la sous-famille PAP2 chez B. 
subtilis à avoir été caractérisée(Bernard et al., 2005). Par ailleurs, le gène bcrC est transcrit 
par l’ARN polymérase contenant un des deux facteurs sigma à fonction extracytoplasmique, 
σMou σX, dont l’un, σM, voit l’expression de son gène induite en présence de bacitracine(Cao 
and Helmann, 2002; Ohki et al., 2003; Mascher et al., 2003). Notre équipe a identifié deux 
autres UPP phosphatase, YubB et YodM, chez B. subtilis. YubB ne semble pas intervenir 
dans la résistance à la bacitracine et YodM n’a pas encore été testée. 
  Bien que participant à la résistance à la bacitracine, BcrC seule ne permet pas une 
résistance optimale. En effet, lorsque le gène codant pour BcrC est délété, le niveau de 
sensibilité de la souche à la bacitracine diminue par rapport à la souche sauvage, mais reste 
néanmoins très élevé(Bernard et al., 2003), révélant la présence d’un autre mécanisme 


















Fig.32 :Organisation des gènes des locci bce, psd et yxd. 
Les flèches colorées indiquent le sens de transcription. 
 promoteur putatif ;  terminateurs ρ-indépendant putatifs. 
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2) Le système BceRSAB 
 
 Le système BceRSAB est composé d’un phosphorelais du groupe IIIA (BceRS) et un 
transporteur ABC de la famille 9 (BceAB). Un couplage fonctionnel et génétique permet à ces 
deux entités de fonctionner ensemble pour conférer la résistance à la bacitracine.  
 
 
a) Proximité génétique et couplage fonctionnel 
 
 Le recensement de tous les systèmes de transmission du signal et des transporteurs ABC 
de B. subtilis a permis de réaliser des études de localisation génétique de leurs gènes de 
structure(Joseph et al., 2002). Une proximité entre les gènes codant pour des ABC 
transporteurs de la famille 9 et ceux codant pour des phosphorelais appartenant à la famille 
IIIA (OmpR) a été mise en évidence au laboratoire. Cette proximité génétique semble être 
majoritairement observée chez les Firmicutes, bactéries à faible taux de G + C du groupe 
Bacillus/Clostridium. Pour trois de ces systèmes phosphorelais/transporteur ABC, BceRSAB 
(anciennement YtsABCD), PsdRSAB (anciennement YvcPQRS) et YxdJKLM, un couplage 
fonctionnel entre les deux entités avait été démontré (Fig.32). En effet, chaque régulateur de 
réponse du système de transmission (BceR, PsdR ou YxdJ) pouvait activer l’expression des 
gènes codant pour le transporteur ABC (BceAB, PsdAB ou YxdLM). De plus, il avait été 
montré que ce contrôle était direct, le régulateur de réponse interagissant avec la séquence 
promotrice en amont des gènes du transporteur ABC(Ohki et al., 2003; Joseph et al., 2004; 
Ohki et al., 2003). 
 Chacun des systèmes à deux composants présente les caractéristiques d’un 
phosphorelais classique avec une cascade de phosphorylation à deux étapes tandis que les 
transporteurs ABC sont des homo-dimères {MSD-NBD}2. Comme aucun gène codant pour 
une protéine auxiliaire (Solute Binding Protein de transporteur ABC de type importeur, ou 
MFP associée à certains exporteurs) n’a été identifié dans le voisinage de ces locci, ces trois 
transporteurs sont prédits pour exercer des fonctions d’export.  
 D’autre part, les gènes codant pour ces trois systèmes sont induits par la présence 
d’antibiotiques ciblant la paroi, bceAB par la bacitracine(Bernard et al., 2003), psdAB par 
l’enduracidine, la nisine et la gallidermine(Rukmana et al., 2009; Staroń et al., 2011) et 
yxdLM par le peptide cationique antimicrobien LL-37(Pietiäinen et al., 2005). 
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Fig.34 : Topologie du senseur BceS.  
Cette histidine kinase possède deux fragments transmembranaires séparés par une boucle 
extracytoplasmique très courte de seulement trois résidus aminoacides et appartient à la 
famille des Intra Membrane-Histidine Kinase (IH-MK). 
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b) Fonctionnement et caractéristiques 
 
 Le système BceRSAB, permettant la résistance à la bacitracine, est donc un exemple de 
couplage fonctionnel entre un système phosphorelais du groupe IIIA (BceRS) et un 
transporteur ABC de la famille 9 (BceAB).  
 De façon classique, le senseur BceS percevrait directement la bacitracine, ce qui 
entrainerait son autophosphorylation puis la transphosphorylation du régulateur de réponse 
BceR. Ce dernier, ainsi fonctionnel, activerait l’expression des gènes bceAB du transporteur 
ABC (BceA : NBD, BceB : MSD). Le transporteur exprimé et localisé à la membrane 
pourrait, en tant que pompe d’efflux, prendre en charge la bacitracine et la rejeter dans le 
milieu extérieur (Fig.33).  
 
 Cependant, le fonctionnement de ce système est loin d’être aussi simple. En effet, le 
senseur BceS possède une topologie atypique avec deux fragments transmembranaires séparés 
par une boucle extracytoplasmique très courte de seulement trois résidus aminoacides et 
appartient donc à la famille des Intra Membrane-Histidine Kinase (IH-MK), dont nous avons 
parlé précédemment (Fig.34)(Mascher, 2006; Mascher et al., 2006). Ce senseur pourrait 
percevoir des stimuli membranaires. Il a d’ailleurs été montré au laboratoire que la 
modulation du pool d’UPP cellulaire influence l’induction des gènes du système par la 
bacitracine(Bernard et al., 2007). Cela suggère que l’UPP participe au stimulus du système. 
Cependant, la seule présence de ce composé ne suffit pas à activer le phosphorelais. 
L’hypothèse proposée pour le senseur BceS est qu’il pourrait détecter le complexe 
UPP/bacitracine plutôt que la bacitracine extracellulaire seule. De plus, le groupe de 
Mascher(Mascher et al., 2003) propose que le senseur BceS détecte ce stimulus puis le 
présente au transporteur ABC afin qu’il confère la résistance en prenant en charge ce 
complexe UPP/bacitracine (Fig.33, en orange et rouge).  
 
 D’autre part, il a été observé au laboratoire que l’induction des gènes bceAB par la 
bacitracine n’est plus possible dans une souche où les gènes bceAB sont interrompus(Bernard 
et al., 2007). Ainsi, la présence du système phosphorelais intact (BceRS) et de l’inducteur 
physiologique (la bacitracine) ne suffit pas à activer la transcription des gènes cibles bceA et 
bceB. Le transporteur ABC BceAB doit donc être présent et fonctionnel afin de permettre 
l’induction par la bacitracine du promoteur PbceAB contrôlant ses propres gènes de structure 
bceA et bceB.  
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Fig.36 : Topologie de la MSD BceB. 
BceB possède dix fragments transmembranaires, ainsi qu’une boucle extracytoplasmique, de 
plus de 200 résidus d’aminoacides, qui sépare les fragments transmembranaires 7 et 8. La 
structure particulière de cette boucle laisse penser qu’elle pourrait jouer un rôle important au 
sein du système BceRSAB.  
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 Différents modèles du fonctionnement de l’activation du système peuvent être proposés 
(Fig.35). Ces modèles supposent que le stimulus du système n’existe pas en absence du 
transporteur ABC et que le transporteur ABC agit comme un exporteur. Il a été, en effet, 
prédit, au laboratoire, que le transporteur BceAB est un exporteur. Cette prédiction se base 
essentiellement sur l’absence de protéine affine type SBP (Substrate Binding Protein) toujours 
associée aux importeurs, et est contradictoire avec l’hypothèse formulée par l’équipe de 
Mascher(Rietkötter et al., 2008). Le premier modèle stipule que le transporteur ABC agirait 
comme une flippase en exportant le complexe UPP/bacitracine dans le feuillet externe de la 
membrane plasmique. Cela créerait une dissymétrie membranaire qui serait alors ressentie par 
le senseur BceS. Le second modèle se base sur une interaction directe du domaine MSD du 
transporteur, BceB, et du senseur, BceS, en présence du stimulus qui engendrerait l’activation 
du phosphorelais. En absence de la bacitracine, le transporteur ABC en conformation 
« ouverte » ne pourrait pas interagir avec le senseur. La présence de son allocrite, par exemple 
le complexe UPP/bacitracine, entrainerait un changement conformationnel important du 
transporteur ABC qui passerait en conformation « fermée » et pourrait interagir avec le 
senseur pour activer le phosphorelais. 
 
 Par ailleurs, le translocateur BceB (MSD) possède dix fragments transmembranaires et 
présente une topologie particulière puisque une boucle extracytoplasmique de plus de 200 
résidus d’aminoacides sépare les fragments transmembranaires 7 et 8 (Fig.36)(Rietkötter et 
al., 2008).Comme mentionné ci-dessus, notre hypothèse au laboratoire était que le 
transporteur BceAB ait le rôle d’un exporteur. Cependant, la structure singulière de cette 
boucle laisse penser qu’elle pourrait être impliquée dans la reconnaissance d’un allocrite 
extracellulaire afin de l’importer. En effet, le groupe de Masher a suggéré l’importance de 
cette boucle dans la résistance de B. subtilis à la bacitracine(Rietkötter et al., 2008). Dans le 
cas du système BceRSAB, on pourrait alors imaginer un mécanisme alternatif de perception 
du stimulus, dans lequel la boucle de la perméase BceB reconnaitrait la bacitracine ou le 
complexe UPP/bacitracine. Le transporteur ABC, ainsi activé, pourrait importer la bacitracine 
dans le cytoplasme de la bactérie, afin de la détourner de sa cible membranaire.  
 
 Enfin, il est à noter que les deux autres systèmes de B. subtilis, PsdRSAB et YxdJKLM, 
présentant une proximité génétique entre les gènes codant pour le phosphorelais et ceux 
codant pour le transporteur ABC, possèdent les mêmes caractéristiques structurales que le 
système BceRSAB. En effet, les senseurs PsdS et YxdK possèdent deux fragments
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transmembranaires séparés par une boucle extracytoplasmique d’une taille inférieure à 15 
résidus aminoacides et appartiennent également à la famille des IM-HK. De plus, chaque 
domaine MSD (PsdB etYxdM) possède, comme BceS, 10 fragments transmembranaires et 
présente une boucle extracytoplasmique, de plus de 200 résidus d’aminoacides, qui sépare les 
fragments transmembranaires 7 et 8. Cependant, si la topologie est identique, les séquences 
primaires de ces domaines MSD et, en particulier, celles des boucles extracytoplasmiques, ne 
sont que très peu conservées. Par ailleurs, il a été montré au laboratoire que le transporteur 
ABC PsdAB est nécessaire à la régulation du système en présence d'enduracidine. 
 
 
 Chez B. subtilis, il existe donc au moins deux systèmes additifs de résistance 
spécifiques à la bacitracine. Ces systèmes sont indépendants et la régulation de l’expression 
de leurs gènes de structure est également indépendante faisant intervenir soit un phosphorelais 
soit un facteur sigma alternatif. Leur participation dans la résistance n’est pas équivalente : le 
système BceRSAB est sans aucun doute le plus efficace. 
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Fig.37 : Caractéristique structurales des senseurs et MSD, utilisés lors du recensement des 
systèmes phosphorelais/transporteur ABC. 
Les histidines kinases de type IM-HK possèdent deux fragments transmembranaires encadrant 
une très courte boucle extra-cytoplasmique (≤ 12 résidus) et les MSD possèdent toutes 10 
fragments transmembranaires, les fragments 7 et 8 étant séparés par une très large boucle 
extra-cytoplasmique de plus de 170 résidus. 
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I) A New Highly Conserved Antibiotic Sensing/Resistance 
Pathway in Firmicutes Involves an ABC Transporter 
Interplaying with a Signal Transduction System 
 
A) Contexte de l’article 
 
 L'existence, chez B. subtilis, d'un lien entre un système de transmission du signal ou 
phosphorelais et un transporteur ABC, constituant des entités très similaires tant au niveau de 
la séquence de chacun des constituants que de l'organisation de leur gène sur le génome telles 
BceRSAB, PsdRSAB ou YxdJKLM, avait conduit notre laboratoire à réaliser une analyse 
phylogénomique de deux des quatre partenaires {Joseph 2002}. Il avait ainsi pu être montré 
qu'ils n'étaient présents que chez les Firmicutes et que phosphorelais et transporteurs ABC 
avaient co-évolués suggérant ainsi leur implication dans un même processus physiologique. 
Depuis cette étude, relativement restreinte compte-tenu du peu de génomes séquencés à 
l'époque (environ 50), il a été remarqué que les partenaires des couples 
phosphorelais/transporteur ABC possédaient des caractéristiques très particulières. C'est ainsi 
que les histidines kinases des systèmes de transmission du signal présentent toutes la même 
topologie membranaire, à savoir une boucle extracytoplasmique courte (moins de vingt-cinq 
résidus) encadrée de deux segments transmembranaires (Fig.37). Une étude exhaustive des 
histidines kinases et du type de signal qu'elles perçoivent, a permis au groupe de 
Mascher(Mascher, 2006) de classer celles appartenant aux couples phosphorelais/transporteur 
ABC dans la famille des histidines kinases percevant un signal intra-membranaire ou IM-HK 
(Intra Membrane-Histidine Kinase). D'autre part, les perméases ou MSD des transporteurs 
ABC possèdent toutes dix segments transmembranaires, les segments 7 et 8 étant séparés par 
une très large boucle extracytoplasmique (environ 200 acides aminés) (Fig.37). Ces nouvelles 
données, ainsi que la connaissance de la séquence d'un nombre de génomes bactériens 
beaucoup plus important (environ 800), nous ont incité à réaliser une nouvelle analyse 
phylogénomique, non pas simplement sur les deux partenaires les plus conservés (régulateur 
de réponse et domaine NBD de l'ABC transporteur) mais sur les quatre partenaires, en 
intégrant à l'analyse l'ensemble des connaissances dont nous disposions sur l'histidine kinase 
et la perméase du transporteur.  
 Au sein de notre groupe il a été montré que, chez B. subtilis, la réponse à la bacitracine 
conduisant à l'activation du promoteur PbceA par BceR, nécessitait la présence de l'ABC 
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transporteur(Bernard et al., 2007). Ce résultat nous avait amené à postuler l'existence d'une 
interaction entre le senseur BceS et l’une des deux sous unités de l’ABC transporteur en 
présence de bacitracine. Entre ces deux sous unités, BceB était le meilleur candidat puisque 
membranaire. Il nous a ainsi paru intéressant de réaliser, chez B. subtilis, un échange du 
transporteur BceAB par les transporteurs les plus proches phylogénétiquement ou par des 
transporteurs conférant la résistance à la bacitracine chez la bactérie dont ils étaient issus, en 
les plaçant sous le contrôle du promoteur PbceA, Cette approche présentait l'avantage de tester 
le transporteur ainsi réintroduit pour ses capacités à interagir avec BceS en réponse à la 
bacitracine puisque dans le cas d'une interaction, on s'attend à perdre la réponse à la 
bacitracine avec l'accroissement de la distance phylogénétique séparant BceB de la perméase 
de remplacement. Cette stratégie permettait également de tester si la production du 
transporteur hétérologue, en présence du régulateur BceR surexprimé, confèrait à B. subtilis la 
résistance à la bacitracine.  
 Finalement, nous avons cherché à appréhender le rôle fonctionnel de la boucle 
extracytoplasmique de la MSD. En effet, les résultats obtenus par le groupe de T. 
Mascher(Rietkötter et al., 2008) suggéraient un rôle essentiel puisque la délétion de cette 
boucle entrainait une perte de l'activité de BceAB dans la réponse à la bacitracine. Nous avons 
donc mis en place un outil génétique nous permettant d’échanger la boucle de BceB de B. 
subtilis avec la boucle d’un transporteur ABC de la même famille et ainsi, de construire des 
modules chimériques comprenant le phosphorelais de B. subtilis et le transporteur ABC de B. 
subtilis avec un translocateur dont la boucle a été changée. Les souches correspondantes ont 
été étudiées pour leur réponse et leur résistance à la bacitracine. 
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Les données supplémentaires sont accessibles sur : 
http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0015951 
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Streptococcus  equi subsp.  zooepidemicus MGCS10565@YP_002122701  XMt
Streptococcus  sanguinis SK36@YP_001035075 XMTB
Streptococcus  gordonii str Challis   substr CH1@YP_001450467 XMTB
Bacillus  amyloliquefaciens FZB42@YP_001423292 XM Tb
Anaeromyxobacter dehalogenans 2CP-C@YP_463623 XMTB
Sorangium cellulosum So  ce 56@YP_001613074 XMTB
Pelobacter propionicus DSM  23 79@YP_900197 X MTb
Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482@NP_811333 XMTb
Bacteroides fragilis YCH46@YP_097866 XMTb
Bacteroides fragilis NCTC  9343@YP_210246 XMTb
Pelotomaculum thermopropionicum SI@YP_001212590 X Mt
Solibacter usitatus Ellin6076@YP_821371 XMtb
Nostoc punctiforme PCC  73102@YP_001868241 XMt
Nitrosospira multiformis ATCC  25196@ YP_411253 XMt
Synechococcus sp.  PCC  700 2@YP_001734887 XMt
Synechococcus sp.  PCC  7002@YP_001736042 XMt
Helicobacter  hepaticus ATCC  514 49@NP_861188 XMTb
Herpetosiphon aurantiacus ATCC  23779@YP_001543369 XMt
Herpetosiphon aurantiacus ATCC  2377 9@YP_001544679 XMt
Geobacter bemidjiensis Bem@YP_002140634 XMt
Methanosaeta thermophi la PT@YP_842507 XMt
Deinococcus radiodurans R1@NP_294584 XMt
Novosphingobium aromaticivorans DSM  12444@YP_001166169 XMt
Ochrobactrum anthropi ATCC  491 88@YP_001371411  XMTb
Nitrosococcus oceani ATCC  19707@YP_342826 XMTb
Nitrosomonas eutropha C91@YP_746389 XMTb
Nostoc sp.  PCC  7120@NP_487077 XMt
Gloeobac ter violaceus PCC  7 421@NP_925204 XMt
Leptothrix cholodnii SP-6@YP_001793193 XMt
Myxococcus xanthus DK  16 22@YP_634125  XMt
Chloroflexus aurantiacus J-10-fl@YP_001635382 XM t
Clostridium  bei jerinckii NCIMB  8052@YP_001309839 XMt
Geobacter sulfurreducens PCA@NP_951211 XMt
Geobac ter bemidjiensis Bem@YP_002140422 X Mt
Geobacter uraniireducens Rf4@YP_001229013 XM t
Cyanothece sp.  ATCC  51142@YP_001803922 X Mt
Acaryochloris marina  M BIC11017@YP_001519342 XMt
Acaryochloris marina  MBIC11017@YP_001519343 XMt
Nostoc sp.  PCC  7120@NP_487804 XMt
Anabaena  variabilis ATCC  29413@YP_322080 XMt
Sulfurovum sp.  N BC37-1@YP_001359391 XMTb
Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482@NP_809646 XMt
Dehalococcoides sp.  BAV1@YP_001213592 XMt
Dehalococcoides sp.  CBDB1@YP_307388  XMt
Dehalococcoides ethenogenes 195@YP_182237 X Mt
Dehalococcoides sp.  C BDB1@YP_308564 XMt
Clostridium  k luyveri DSM  555@YP_001396422 XMTB
Clostridium  kluyveri DSM  555 @YP_001396767 XMTB
Clostridium  kluyveri DSM  555 @YP_001396915 XMTB
Clostridium  botulinum F  s tr Langeland@YP_001390057 XMTB
Clostridium  botulinum B1  str Okra@YP_001780338 XMTB
Clostridium  thermocellum ATCC  27405@ YP_001036967 XMTB
Oceanobacillu s iheyensis HTE831@NP_691279 X MTB
Clostridium  botulinum E3  str Alaska  E4 3@YP_001921004 XMTb
Clostridium  tetani E88@N P_782041 XMTb
Hydrogenobaculum sp.  Y04AAS1@YP_002121050 XM Tb
Cyanothece sp.  ATCC  51142@YP_001803264 X Mt
Synechococcus sp.  PCC  7002@YP_001734795 XMt
Bradyrhizobium  japonicum  U SDA  110@NP_766969 XMt
Paracoccus denitrificans PD1222@YP_916138 XMt
Rhodobacter sphaeroides ATCC  1702 5@YP_001168126 XMt
Rhodobacter sphaeroides ATCC  1702 9@YP_001043133 XMt
Rhodobacter sphaeroides 2.4.1@YP_ 352651 XMt
Thermoanaerobacter tengcongensis MB4@NP_622828 XMtB
Aeromonas salmonicida subsp.  salmonicida A449@YP_001141344 X Mt
Aeromonas hydrophi la subsp.  hydrophila ATCC  796 6@YP_857329 XMt
Anabaena  variabilis ATCC  29413@YP_319931 XMt
Leptospira biflexa serovar Patoc strain  Patoc 1  Ames@YP_001963454 XMtB
Leptospira biflexa serovar Patoc strain  Patoc 1  Paris@YP_001839823 XMtB
Leuconostoc citreum KM20@YP_001727872 XMTB
Lactobacillu s  reuteri JCM  1 112@YP_001842669 XMTB
Lactobacillu s  reuteri DSM  20016@YP_001272364 X MTB
Clostridium  thermocellum ATCC  27405@ YP_001038513 XMTB
Alkaliphilus oremlandii OhILAs@YP_001512526 XM TB
Bacillu s  c lausii KSM-K16@YP_173759 XMTB
Bacillu s  halodurans C-125@N P_241155 XMTB
Alkaliphilus metallire digens QYMF@YP_001321702 XMTB
Lysinibacillu s sphaericus C3-41@YP_001700196  XMTB
Oceanobacillu s iheyensis HTE831@NP_691753 X MTB
Bacillus  pumilus SAFR-032@YP_001487812  XMTB
Geobacillu s kaustophilus HTA426@YP_148194 XMTB
Bacillu s  halodurans C-125@NP_244780 XMTB
Bacillus  amyloliquefaciens FZB42@YP_001422321 XM TB
Bacillus  subtilis   subsp.  subtilis   str 168@NP_390917 XMTB
Bacillus  lic heniformis ATCC  14580 @YP_081284 XMTB
Bacillus  lic heniformis ATCC  14580 @YP_093718 XMTB
Staphylococcus  s aprophyticus subsp.  saprophyticus ATCC  153 05@YP_302151 XMTB
Staphylococcus  haemolyticus JCSC1435@YP_254149 XMTB
Staphylococcus  epidermidis ATCC  122 28@NP_763983 XMTB
Staphylococcus  epidermidis RP62A@Y P_187909 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus MRSA252@YP_040112 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus JH1@YP_001315842 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus JH9@YP_001246062 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus Mu3@YP_001441247 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus Mu50@N P_371184 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus N315@NP_373870 XM TB
Staphylococcus  aureus RF122@YP_416103 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus MSSA476@YP_042753 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus MW2@N P_645439 X MTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus USA300 TCH1516@YP_001574582 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus USA300@YP_493349 X MTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus str Newman@YP_001331663 X MTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus COL@YP_185599 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus NCTC  8325@YP_499225 XMTB
Lysinibacillus sphaericus C3-41@YP_001696181 XMt
Lysinibacillu s sphaericus C3-41@YP_001696558  XMTB
Bacillus  halodurans C-125@N P_241138 XMTB
Alkaliphilus metallire digens QYMF@YP_001321338 XMTB
Clostridium  tetani E88@N P_783751 XMTB
Bacillu s  halodurans C-125@NP_243566 XMTB
Clostridium  acetobutylicum ATCC  824@N P_347012 X MTB
Desulfitobacterium hafniense Y51@YP_519912 XMTB
Clostridium  k luyveri DSM  555@YP_001396905 XMTB
Bacillus  halodurans C-125@N P_241620 XMTB
Symbiobacterium thermophilum IAM  14863@YP_077039 XMTB
Bacillu s  subtilis   subsp.  subtilis   str 168@NP_391351 XMTB
Bacillus  clausii KSM-K16@YP_176723 XMTB
Clostridium  acetobutylicum ATCC  824@N P_348144 X MTB
Clostridium  tetani E88@N P_781092 XMTB
Clostridium  botulinum B1  str Okra@YP_001779925 XMTB
Clostridium  botulinum F  str Langeland@YP_001389643 XMTB
Clostridium  botulinum A3  str Loch  Maree@YP_001785609 XMTB
Clostridium  botulinum A  s tr ATCC  1939 7@YP_001382676 XMTB
Clostridium  botulinum A  s tr ATCC  3502 @YP_001252816 XMTB
Clostridium  botulinum A  s tr Hall@YP_001386227  XMTB
Bacillu s  anthracis str Sterne@YP_030582 XMt
Bacillu s  weihenstephanensis KBAB4@YP_001647071 XMTB
Bacillu s  cereus  subsp.  cytotoxis NVH  391-98@YP_001376371 XMTB
Bacillu s  cereus  ATCC  14579@NP_834144 XMTB
Bacillu s  cereus  ATCC  10987@NP_980823 XMTB
Bacillu s  cereus  E33L@YP_085762 XMTB
Bacillu s  thuringiensis str Al  H akam@YP_896745 XMTB
Bacillu s  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_038489 XMTB
Exiguobacterium sibiricum 255-15@YP_001814960 XMTB
Bacillus  subtilis   subsp.  subtilis   s tr 168@NP_391844 XMTB
Bacillu s  amyloliquefaciens FZB42@YP_001423222 XMTB
Bacillus  lic heniformis ATCC  14580 @YP_081220 XMTB
Bacillus  lic heniformis ATCC  14580 @YP_093651 XMTB
Bacillu s  lic heniformis ATCC  14580 @YP_081343 XMTB
Bacillu s  lic heniformis ATCC  14580 @YP_093776 XMTB
Bacillu s  weihenstephanensis KBAB4@YP_001645166 XM T
Bacillu s  weihenstephanensis KBAB4@YP_001645150 XMTB
Bacillus  anthracis str Sterne@YP_028681 XMt
Bacillu s  weihenstephanensis KBAB4@YP_001645371 XM TB
Bacillus  cereus  ATCC  14579@NP_832298 XMTB
Bacillu s  cereus  ATCC  10987@NP_978924 XMTB
Bacillus  cereus  E33L@YP_083933 XMTB
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_036705 XMTB
Bacillu s  thuringiensis str Al  H akam@YP_895141 XMTB
Bacillus  cereus  s ubsp.  cytotoxis NVH  3 91-98@YP_001376687 XMTB
Bacillu s  weihenstephanensis KBAB4@YP_001647459 XMTB
Bacillu s  anthracis str Ames  Ancestor@YP_021736 XMTB
Bacillu s  anthracis str Ames@NP_847278 XMTB
Bacillu s  anthracis str Sterne@YP_030970 XM TB
Bacillu s  cereus  E33L@YP_086163 XMTB
Bacillu s  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_038880 XMTB
Bacillu s  thuringiensis str Al  H akam@YP_897108 XMTB
Bacillu s  cereus  ATCC  10987@NP_981283 XMTB
Bacillu s  cereus  ATCC  14579@NP_834536 XMTB
Clostridium  botulinum A  s tr ATCC  1939 7@YP_001383747 XMTB
Clostridium  botulinum A  s tr Hall@YP_001387297 XMTB
Clostridium  botulinum A  s tr ATCC  3502 @YP_001253912 XMTB
Clostridium  botulinum A3  str Loch  Maree@YP_001786784 XMTB
Clostridium  botulinum F  str Langeland@YP_001390757 XMTB
Clostridium  botulinum B1  str Okra@YP_001781048 XMTB
Clostridium  di fficile 630@ YP_001089505  XMTB
Clostridium  botulinum A3  str Loch  Maree@YP_001785657 XMTB
Clostridium  botulinum F  str Langeland@YP_001389685 XMTB
Clostridium  botulinum B1  str Okra@YP_001779970 XMTB
Clostridium  botulinum A  s tr ATCC  3502@Y P_001252862 XMTB
Clostridium  botulinum A  s tr ATCC  19397@YP_001382721 XMTB
Clostridium  botulinum A  s tr Hall@YP_001386272 XMTB
Alkaliphilus metalliredigens QYMF@YP_001319316 XMTB
Enterococcus faecalis V583@NP_814665 XMTB
Lactobacillus  sakei subsp.  sakei 23K@YP_396064 XMTB
Lactobacillus  casei ATCC  334@YP_806955 XMTB
Lactobacillu s  casei BL23@YP_001987897 XMTB
Clostridium  di fficile 630@YP_001089567 XMTB
Bacillus  amyloliquefaciens FZB42@YP_001419869 XMTB
Clostridium  botulinum F  str Langeland@YP_001389609 XMTB
Clostridium  thermocellum ATCC  27405@ YP_001037948 XMTB
Clostridium  kluyveri DSM  555 @YP_001393763 XMTB
Clostridium  acetobutylicum ATCC  824@NP_346866 XMTB
Clostridium  di fficile 630@YP_001088031  XMTB
Listeria innocua Clip11262@NP_471187 XMTB
Listeria welshimeri serovar 6b  s tr SLCC5334@YP_849955 XMTB
Listeria monocytogenes EGD-e@N P_465266 XMTB
Listeria monocytogenes str 4b  F2365@YP_014360 XMTB
Clostridium  di fficile 630@YP_001086828  XMTB
Clostridium  botulinum E3  str Alaska  E43@YP_001920453 XMTB
Clostridium  botulinum B  s tr Eklund 17B@YP_001885323 XMTB
Clostridium  per fringens SM101@YP_697455 XMTB
Clostridium  per fringens ATCC  131 24@YP_694580 XMTB
Clostridium  per fringens str 13@N P_561036 XMTB
Clostridium  bei jerinckii NCIMB  8052@YP_001311234 XMTB
Clostridium  perfringens SM101@YP_698156 XMTB
Clostridium  perfringens ATCC  131 24@YP_695288 X MTB
Clostridium  perfringens str 13@N P_561757 XMTB
Clostridium  botulinum E3  str Alaska  E43@YP_001922646 XMTB
Clostridium  botulinum B  s tr Eklund 17B@YP_001887662 XMTB
Clostridium  bei jerinckii NCIMB  8052@YP_001310919 XMTB
Clostridium  botulinum A3  str Loch  Maree@YP_001787535 XMTB
Clostridium  botulinum F  s tr Langeland@YP_001391432 XMTB
Clostridium  botulinum B1  str Okra@YP_001781685 XMTB
Clostridium  botulinum A  s tr ATCC  1939 7@YP_001384388 XMTB
Clostridium  botulinum A  s tr Hall@YP_001387925  XMTB
Clostridium  botulinum A  s tr ATCC  3502 @YP_001254632 XMTB
Leuconostoc mesenteroides subsp.  mesenteroides ATCC  8293@YP_818316 XMTB
Lactobacillu s  casei ATCC  3 34@YP_806639 XMTB
Lactobacillu s  casei BL23@YP_001987581 XM TB
Lactococcus lactis subsp.  lactis Il1403@NP_267902 XMTB
Lactococcus lactis subsp.  c remoris SK11@YP_811506 XMTB
Lactococcus lactis subsp.  c remoris MG1363@YP_001033193 X MTB
Streptococcus  mutans UA159@N P_721404 XMTB
Streptococcus  suis 05ZYH33@YP_001198249 XMTB
Streptococcus  suis 98HAH33@YP_001200445 XMt
Streptococcus  equi subsp.  zooepidemicus MGCS10565@YP_002123372 XMTB
Streptococcus  agalactiae  N EM316@NP_735412 XMTB
Streptococcus  agalactiae  26 03V R@NP_687988 XMTB
Streptococcus  agalactiae  A 909@Y P_329693 XMTB
Treponem a denticola ATCC  35405@NP_971269  XMTB
Finegoldia magna  AT CC  29328@YP_001692371 XMTB
Staphylococcus  haem olyticus JCSC1435@YP_252320 XMTB
Staphylococcus  epidermidis RP62A@YP_189761 X MTB
Staphylococcus  epidermidis ATCC  12228@NP_765749 XMTB
Staphylococcus  aureus RF122@YP_417946 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus MRSA252@YP_042044 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus MSSA476@YP_044623 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus MW2@N P_647361 X MTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus N315@NP_375743 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus Mu50@NP_373148 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus Mu3@YP_001443198 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus JH1@YP_001317812 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus JH9@YP_001247999 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus USA300 TCH1516@YP_001576488 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus USA300@YP_495192 X MTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus str Newman@YP_001333557 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus COL@YP_187433 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus NCTC  8325@YP_501406 XMTB
Clostridium  botulinum E3  str Alaska  E43@YP_001922224 XMTB
Clostridium  botulinum B  s tr Eklund 17B@YP_001887284 XMTB
Desulfitobacterium hafniense Y51@YP_516806 XMTB
Alkaliphilus oremlandii OhILAs@YP_001513615 XMTB
Caldicellulosiruptor saccharolyticus DSM  8903@YP_001179335 XMTB
Clostridium  phy tofermentans ISDg@YP_001560425 XMTB
Streptococcus  suis 05ZYH33@YP_001198961 XMTB
Streptococcus  suis 98HAH33@YP_001201163 XMTB
Streptococcus  gordonii str Challis   substr CH1@YP_001450783 XMTB
Streptococcus  sanguinis SK36@YP_001035618 XMTB
Streptococcus  thermophilus LMD-9@YP_820684 X MTB
Streptococcus  thermophilus LMG  18311@YP_139780 XMTB
Streptococcus  thermophilus CNRZ1066@ YP_141691 XMTB
Streptococcus  pn eumoniae  G54@YP_002038248 XMTB
Streptococcus  pn eumoniae  C GSP14@YP_001836324 XMTB
Streptococcus  pn eumoniae  D39@YP_816902 XMTB
Streptococcus  pn eumoniae  H ungary19A-6@YP_001695023 XMTB
Streptococcus  pn eumoniae  R 6@NP_359066 XMTB
Streptococcus  pn eumoniae  TIGR4@N P_346072 XMTB
Polaromonas naphthalenivorans CJ2@YP_980276 XMTb
Salmonel la  enterica subsp.  enterica serovar Schwarzengrund str CVM19633@YP_002117500 XMTb
Salmonel la  enterica subsp.  enterica serovar Enteritidis str P125109@YP_002246361 XMTb
Salmonel la  enterica subsp.  enterica serovar Gallinarum str 287 91 @YP_002229104 XMTb
Propionibacterium acnes  KPA171202@YP_056778 XMTb
Mesorhizobium loti  MAFF303099@NP_102947 XMTb
Opitutus terrae PB90-1@YP_001817207 XMTb
Shewanella loihica PV-4@YP_001093025 XMTb
Photobacterium profundum SS9@YP_132373 X MTb
Shewanella denitrificans OS217@YP_564460 XMTb
Shewanella frigidimarina NCIMB  400@YP_749011 XM Tb
Shewanella baltica OS185@YP_001364487 XMTb
Shewanella baltica OS155@YP_001048663 XMTb
Shewanella baltica OS195@YP_001552702 XMTb
Shewanella oneidensis MR-1@NP_719999 X MTb
Shewanella sp.  MR-4@YP_732389  XMTb
Shewanella sp.  AN A-3@YP_867901 XMTb
Shewanella sp.  MR-7@YP_739806  XMTb
Janthinobacterium sp.  Marseille @YP_001354919 XMTb
Delftia acidovorans SPH-1@YP_001561358 XMTb
Acidovorax sp.  JS42@YP_984524 XMTb
Klebsiella pneum oniae  342@YP_002238766 X MTb
Yersinia pseudotuberculosis IP_ 3295 3@YP_070746 XMTb
Yersinia pseudotuberculosis YPIII@ YP_001720678 XMTb
Yersinia pseudotuberculosis PB1 +@YP_001872726 XMTb
Yersinia pseudotuberculosis IP_ 3175 8@YP_001400800 XMTb
Yersinia pestis KIM@NP_669451 XMTb
Yersinia pestis Antiqua@YP_651568 XMTb
Yersinia pestis CO92@NP_405846 XMTb
Yersinia pestis Nepal516@YP_647698 XMTb
Yersinia pestis Pestoides F@YP_001162213 XMTb
Ralstonia eutropha H16@YP_726291 XMTB
Leptothrix cholodnii SP-6@YP_001790334 X Mt
Vibrio cholerae O1  bi ovar El  Tor str N16961@NP_232922 XMtB
Vibrio cholerae O395@YP_001215305 XMtB
Kineococcus radiotolerans SRS30216@YP_001360088 XMt
Gloeobac ter violaceus PCC  7 421@NP_923518 XMtB
Synechococcus sp.  JA-3-3Ab@YP_475587 XMTb
Opitutus terrae PB90-1@YP_001818723  XMTb
Deinococcus geothermalis DSM  11300@YP_604734 XMt
Synechococcus sp.  CC9311@YP_729893 XMTb
Synechococcus sp.  CC9311@YP_729924 XMTb
Methylobacterium sp.  4-46@YP_001771933 XMt
Anaer omyxobacter sp.  F w109-5@YP_001379374 X Mt
Anaeromyxobacter sp.  K@YP_002132907 XMt
Myxococcus xanthus DK  16 22@YP_631301  XMt
Methylobacillu s flagellatus KT@YP_546696 XMt
Pseudomonas  s tutzeri A1501@YP_001174347 X Mt
Pseudomonas  entomophila L48@YP_608754 XMt
Pseudomonas  putida W619@YP_001748978 XMt
Pseudomonas  p utida GB-1@YP_001668382 X Mt
Pseudomonas  putida KT2440@N P_745888 XMt
Pseudomonas  putida F1@YP_001267329 XMt
Pseudomonas  f luorescens Pf0-1@YP_348380 XMt
Pseudomonas  fluorescens Pf-5@YP_260353 XMt
Pseudomonas  syringae pv.  tomato  s tr DC3000@NP_792521 XMt
Pseudomonas  syringae pv.  phaseolicola 1448A@YP_274798 XMt
Pseudomonas  syringae pv.  syringae B728a@YP_235525 XMt
Mycobacterium  ulcerans Agy99@YP_904639 X MTb
Desulfitobacterium hafniense Y51@YP_520623 XMt
Gloeobac ter violaceus PCC  7421@NP_923807 XMtb
Roseiflexus sp.  R S-1@YP_001274985 XMTb
Roseiflexus castenholzii DSM  13941@YP_001430381 XMTb
Herpetosiphon aurantiacus ATCC  2377 9@YP_001547423 XMtB
Arthrobac ter sp.  FB24@YP_830936 XMtB
Renibacterium salmoninarum ATCC  332 09@YP_001623849 XMt
Frankia alni ACN14a@YP_711871 XMtB
Frankia sp.  CcI3@Y P_480090 XMtB
Clavibacter michiganens is subsp.  michiganensis NCPPB  382@YP_001223079 XMtB
Clavibacter michiganens is subsp.  sepedonicus@YP_001711171 XMtB
Streptomyces coelicolor A32@N P_627931 XMtb
Streptomyces avermitilis MA-4680@N P_825594 XMtb
Acaryochloris marina  M BIC11017@YP_001520582 XMTb
Microcystis aeruginosa  N IES-843@YP_001659239 XMTb
Cyanothece sp.  ATCC  51142@YP_001803960 X MTb
Nostoc punctiforme PCC  7 3102@YP_001869454 XMTb
Anabaena  variabilis ATCC  29413@YP_322462 XMt
Nostoc sp.  PCC  7120@NP_488766 XMt
Mycobacterium  gi lvum PYR-GCK@YP_001132164 XMTb
Deinococcus geothermalis DSM  11300@YP_594073 XMTb
Thermus  thermophilus HB8@YP_144989 XMTb
Thermus  thermophilus HB27@YP_005330 XMTb
Herpetosiphon aurantiacus ATCC  2377 9@YP_001544261 XMTb
Herpetosiphon aurantiacus ATCC  2377 9@YP_001545125 XMTb
Roseiflexus castenholzii DSM  13941@YP_001431090 XMtb
Roseiflexus sp.  R S-1@YP_001277794 XMTb
Francisella philomiragia subsp.  philomiragia ATCC  25017@YP_001677727 X MTb
Dechloromonas aromatica RCB@YP_286016 XMTb
Enterobacter sp.  638@YP_001176590 XMTb
Delftia acidovorans SPH-1@YP_001564976 XMTb
Burkholderia phytofirmans PsJN@YP_001887919 XMTb
Pseudomonas  putida GB-1@YP_001668834 XMTb
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC  539 93@YP_002220124 X MTb
Lysinibacillu s sphaericus C3-41@YP_001700099 XMt
Desulfitobacterium hafniense Y51@YP_519794 X MTb
Cyanothece sp.  ATCC  51142@YP_001804793 XMTb
Clostridium  thermocellum ATCC  27405@ YP_001037228 XMTb
Anoxybacillu s flavithermus WK1@YP_002314649 XM Tb
Geobacillu s thermodenitrificans NG80-2@YP_001124413 XM Tb
Bacillu s  weihenstephanensis KBAB4@YP_001643380 XMTb
Bacillu s  cereus  E33L@YP_082092 XMTb
Bacillu s  cereus  ATCC  14579@NP_830390 XMTb
Bacillus  cereus  ATCC  10987@NP_976961 XMTb
Bacillus  thuringiensis str Al  H akam@YP_893411 XMTb
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_034831 XMTb
Bacillus  anthracis str Sterne@YP_026819 XMTb
Bacillus  anthracis str Ames  Ancestor@YP_017195 XMTb
Bacillus anthracis  s tr Ames@NP_843106 XMTb
Acaryochloris marina  M BIC11017@YP_001520623 XMTb
Ralstonia  pickettii 12J@Y P_001899311 X MTb
Pseudomonas syringae  pv . phaseolicola 1448A@YP_276923 X MTb
Burkholderia  ps eudomallei 668@YP_001063862 XMTb
Burkholderia  ps eudom allei 1106a@YP_001076747 XMTb
Burkholderia  ps eudomallei 1710b@YP_336262  XMt
Burkholderia  pseudom allei K96243@YP_112001 XMTb
Chlorobium  chlorochromatii CaD3@Y P_378755 XMtb
Flavobacterium  johnsoniae UW101@YP_001195219 XMTb
Lysinibacillu s  sphaericus C3-41@YP_001696487 XMt
Petrotoga  mobilis SJ95@YP_001567897 XMTb
Thermoanaerobacter  tengcongensis MB4@NP_622668 XMTb
Moorella  thermoacetica ATCC  39073@YP_ 429987 XMTb
Symbiobacterium  thermophilum IAM  14863@YP_074245 XMTb
Moorella  thermoacetica ATCC  39073@YP_430330 XMTb
Roseiflexus  castenholzii DSM  13941@YP_001432692  XMt
Clostridium novyi NT@YP_877373 XM Tb
Clostridium botulinum E3 str Alaska  E43@YP_001919803 XMTb
Clostridium botulinum B str  Eklund 17B@YP_001884617 XMTb
Bacillus halodurans C-125@NP_242675 XMTb
Bacillus weihenstephanensis KBAB4@YP_001647472 XMTb
Bacillu s thuringiensis  serovar  konkukian  s tr 97-27@YP_038894 XMTb
Bacillu s anthracis   str  Sterne@YP_030988 XM Tb
Bacillu s anthracis   str Ames  Ancestor@YP_022719 XMTb
Bacillu s anthracis   str Ames@NP_847291 XMTb
Clostridium difficile 630@ YP_001086834  XMt
Clostridium difficile 630@ YP_001087298  XMt
Clostridium kluyveri DSM  555 @YP_001397201 XMt
Clostridium botulinum F str  Lang eland@YP_001391587 XMt
Clostridium botulinum A3 str Loch Maree@YP_001787669 XMt
Clostridium botulinum B1 str Okra@YP_001781899 XMt
Clostridium botulinum A str ATCC  1939 7@YP_001384539 XMt
Clostridium botulinum A str Hall@YP_001388055 XMt
Clostridium botulinum A str ATCC  3502 @YP_001254776 XMt
Desulfotomaculum  reducens MI-1@YP_001114308 XMTb
Exiguobacterium  s ibiricum 255-15@YP_001813141 XMTb
Anabaena variabilis ATCC  29413@YP_321311 XMTb
Nostoc  punctiforme PCC  73102@YP_001866490 XMTb
Finegoldia magna  ATCC  29328@YP_001692128 XMTb
Clostridium thermocellum ATCC  27405@ YP_001038260 XMTb
Clostridium botulinum F str  Lang eland@YP_001389635 XMTb
Clostridium botulinum A3 str Loch Maree@YP_001785596 XMt
Clostridium acetobutylicum ATCC  824@N P_348180 X MTb
Clostridium tetani E88@N P_781532 XMTb
Clostridium botulinum B1 str Okra@YP_001780670 XMTb
Clostridium botulinum A3 str Loch Maree@YP_001786431 X MTb
Clostridium botulinum F str  Langeland@YP_001390393 XMTb
Clostridium botulinum A str ATCC  3502 @YP_001253567 XMTb
Clostridium botulinum A str ATCC  1939 7@YP_001383408 XMTb
Clostridium botulinum A str Hall@YP_001386956 XMTb
Streptococcus  ag alactiae  NEM316@NP_734592 XMTb
Streptococcus  agalactiae  A 909@YP_328848 XMTb
Streptococcus  agalactiae  26 03V R@NP_687160 XMTb
Leuconostoc  mesenteroides  s ubsp. mesenteroides ATCC  8293@YP_818436 XMTB
Alkaliphilus  metallire digens QYMF@YP_001319741 XMTb
Clostridium kluyveri DSM  555 @YP_001393963 XMTB
Bacillus weihenstephanensis KBAB4@YP_001645942 XMTb
Lysinibacillus  sphaericus C3-41@YP_001698963 XMTb
Geobacillus  thermodenitrificans NG80-2@YP_001124914 XMTb
Clostridium beijerinckii NCIMB  8052@YP_001307679 XMTb
Clostridium kluyveri DSM  555 @YP_001395930 XMTB
Desulfitobacterium  hafniense Y51@YP_517430 XMTb
Staphylococcus saprophyticus  subsp. saprophyticus ATCC  153 05@YP_300630 X MTb
Clostridium difficile 630@ YP_001088289 XMTb
Bacillu s amyloliquefaciens FZB42@YP_001420030 XMTb
Lactobacillus salivarius UCC118@YP_536051 XMTb
Lactobacillu s reuteri DSM  20016@YP_001271023 X MTb
Lactobacillu s reuteri JCM  1 112@YP_001841408 XMTb
Clostridium phytofermentans  ISDg@YP_001557283 XMTb
Thermoanaerobacter  tengcongensis MB4@NP_624089 XMtb
Thermoanaerobacter  pseudethanolicus ATCC  33223@YP_001664174 X MTb
Thermoanaerobacter sp.  X514@YP_001662233 XMTb
Synechocystis sp.  PCC  6803@NP_442021 XM t
Prochlorococcus  marinus  s tr NATL1A@YP_001014971  XMt
Synechococcus sp.  CC9605@YP_381921 XMt
Synechococcus sp.  W H  78 03@YP_001225269 XMt
Synechococcus sp.  WH  81 02@NP_897041 XMt
Rubrobacter  xylanophi lus DSM  9941@YP_645508 XMt
Frankia  alni ACN14a@YP_711228 XMt
Rhodococcus sp.  RHA1@YP_702034 XMt
Nocardia  farcinica IFM  10152@YP_121403 XMt
Alkaliphilus  oremlandii  OhILAs@YP_001513269 XMt
Streptococcus suis 05ZYH33@YP_001198724 XMt
Streptococcus suis 98HAH33@YP_001200933 XMt
Streptococcus gordonii  s tr Challis substr CH1@YP_001450079 XMt
Streptococcus sanguinis SK36@YP_001035504  XMt
Streptococcus  pneumoniae  G54@YP_002037827 XMt
Streptococcus  pn eumoniae  TIGR4@N P_345692 X Mt
Streptococcus  pneumoniae  R 6@N P_358699 XMt
Streptococcus  pn eumoniae  H ungary19A-6@YP_001694657 XMt
Streptococcus  pneumoniae  C GSP14@YP_001835793 XMt
Streptococcus  pn eumoniae  D 39@YP_816555 X Mt
Streptococcus mutans UA159@N P_721861 XMt
Streptococcus  agalactiae  26 03V R@NP_687735 XMt
Streptococcus  agalactiae  A 909@YP_329468 XMt
Streptococcus  agalactiae  N EM316@NP_735192 XMt
Streptococcus thermophi lus LMG  18 311@YP_139610 X Mt
Streptococcus thermophi lus LMD-9@YP_820504 X Mt
Streptococcus thermophilus CNRZ1066@YP_141522 XMt
Streptococcus equi  subsp. zooepidemicus MGCS10565@YP_002123744 XMt
Streptococcus pyogenes MGAS8232@N P_606787 XMt
Streptococcus pyogenes  str  Manfredo@YP_001128955 X Mt
Streptococcus pyogenes MGAS10394@YP_059788 X Mt
Streptococcus pyogenes MGAS10750@YP_601950 X Mt
Streptococcus pyogenes MGAS2096@YP_600051 XM t
Streptococcus pyogenes MGAS9429@YP_596167 XM t
Streptococcus pyogenes MGAS5005@YP_281799 XM t
Streptococcus pyogenes MGAS6180@YP_279893 XM t
Streptococcus pyogenes MGAS315@NP_664177 XM t
Streptococcus pyogenes MGAS10270@YP_598046 XMt
Streptococcus pyogenes NZ131@YP_002285472 X Mt
Streptococcus pyogenes SSI-1@N P_802742 XMt
Streptococcus pyogenes M1  GAS@NP_268803 XMt
Dictyoglomus  thermophi lum H-6-12@Y P_002250960 XMt
Aquifex aeol icus  VF 5@NP_213216 XMt
Hydrogenob aculum sp.  Y04AAS1@YP_002121469 XMt
Petrotoga  mobilis SJ95@YP_001568936 XM t
Leuconostoc  citreum KM20@YP_001728530 XMTB
Lactobacillus brevis ATCC  367@YP_794808 XM t
Lactobacillus plantarum WCFS1@NP_784496 XMTB
Bdellovibrio  bacteriovorus HD100@NP_967958 XMTB
Symbiobacterium  thermophilum IAM  14863@YP_074578 XMTb
Chlorobium  tepidum TLS@NP_661555 XMt
Sorangium  cellulosum So ce 56@YP_001613586 XMt
Anaeromyxobacter sp.  K@YP_002136456 XMt
Anaeromyxobacter  dehalogenans 2CP-C@YP_467209 XMt
Lysinibacillus  sphaericus C3-41@YP_001699713  XMTb
Thermotoga  petrophila RKU-1@YP_001244727 XMt
Clostridium difficile 630@YP_001089148 XMt
Thermoanaerobacter  tengcongensis MB4@NP_623230 XMTB
Candidatus Desulforudis  audaxviator MP104C@YP_001717557 XMt
Desulfitobacterium  hafniense Y51@YP_519123 XMTb
Heliobacterium  modesticaldum Ice1@YP_001680647 XMTB
Moorella  thermoacetica ATCC  39073@YP_431319 XMTb
Carboxydothermus  hydrogenoformans Z-2901@ YP_360865 XMTB
Pelotomaculum  thermopropionicum SI@YP_001212380 XMT
Novosphingobium  aromaticivorans DSM  12444@YP_497546 XMt
Dinoroseobacter  shibae DFL  12@YP_001532875 XMt
Silic ibacter  pomeroyi DSS-3@YP_167182 XMt
Roseobac ter  deni trificans  OCh 114@YP_682875  XMt
Mesorhizobium sp.  BN C1@YP_672582 XMt
Sinorhizobium  medicae WSM419@YP_001325813 XMt
Rhizobium  leguminosarum  bv. viciae 3841@YP_766150 XMt
Rhizobium  etli CFN  42@ YP_468054 XMt
Rhizobium  etli CIAT  652@YP_001976752 XMt
Rhizobium  leguminosarum  bv . trifolii WSM2304@YP_002279693 XMt
Parvibaculum  lavamentivorans DS-1@YP_001411673 XMTB
Methylobacterium  extorquens PA1@YP_001640151 XMt
Methylobacterium  pop uli BJ001@YP_001925501 XMt
Oligotropha  c arboxidovorans OM5@YP_002287653 XMT
Rhodopseudom onas  pal ustris BisB18@YP_534765 XMt
Nitrobacter  ham burgensis X14@YP_575982 XMt
Bradyrhizobium  japonicum USDA  110@NP_767730 XMTB
Rhodops eudomonas  pal ustris CGA009@N P_950115 XMt
Rhodops eudomonas  pal ustris TIE-1@YP_001994229 XMt
Rhodops eudomonas  pal ustris HaA2@YP_484397 XMTB
Rhodopseudomonas  pal ustris BisB5@YP_568026 XMt
Acidithiobacillus  ferrooxidans ATCC  539 93@YP_002219597 XMTB
Saccharophagus  de gradans 2-40@YP_529306  XMt
Marinobac ter  a quaeolei VT8@YP_960853 XMt
Hahella  chejuensis KCTC  2396@YP_432092 XMt
Acinetobacter  b aumannii SDF@YP_001708546 X Mt
Acinetobacter  b aumannii ACICU@YP_001848230 XMt
Acinetobacter  baumannii ATCC  1797 8@YP_001086367 XMt
Acinetobacter  b aumannii AYE@YP_001712100 XMt
Acinetobacter  baumannii AB0057@YP_002321116 XMt
Acinetobacter  b aumannii AB307-0294@YP_002324046 XMt
Nitrosomonas  eur opaea ATCC  1971 8@N P_841337 XMTB
Polaromonas  naphthalenivorans CJ2@YP_982429 XMt
Burkholderia  xenovorans LB400@YP_559733 XMTB
Burkholderia  p hymatum STM815@YP_001857123 XMTB
Burkholderia  multivorans ATCC  1761 6@YP_001580196 XMt
Burkholderia  multivorans ATCC  1761 6@YP_001945705 XMt
Burkholderia  ambifaria MC40-6@YP_001807902 XMt
Burkholderia  ambifaria AMMD@YP_773075 XMt
Burkholderia sp.  383@YP_368689 XMt
Burkholderia  cenocepacia AU  10 54@YP_620708 X Mt
Burkholderia  cenocepacia J2315@YP_002230414 XMt
Burkholderia  cenocepacia HI2424@YP_834951 XMt
Burkholderia  cenocepacia MC0-3@YP_001764574 XMt
Stenotrophomonas  maltophilia R551-3@YP_002027211 XM t
Stenotrophomonas  maltophilia K279a@YP_001970855 XMt
Xanthomonas  campestris  pv . vesicatoria  str 85-10@YP_362802 XMt
Xanthomonas  axonopodis  pv. citri  s tr 306@NP_641388 XM t
Xanthomonas  campestris  pv. campestris  s tr 8004@YP_244337 XMt
Xanthomonas  campestris  pv . campestris  s tr ATCC  33913@NP_636348 XMt
Xanthomonas  campestris  pv . campestris  s tr B100@YP_001904794 XMt
Xanthomonas  oryzae  pv . oryzae MAFF  311 018@YP_452493 XMt
Xanthomonas  oryzae  pv . oryzae PXO99A@YP_001915314 XMt
Xanthomonas  oryzae  pv . oryzae KACC10331@YP_202306 XMt
Idiomarina  loihiensis L2TR@YP_156491 XMt
Vibrio  harveyi ATCC  B AA-1116@YP_001444247 XMt
Vibrio  par ahaemolyticus RIMD  2210633@NP_796949 XMt
Vibrio  cholerae O1 biovar El Tor  str N16961@NP_230369 XMt
Vibrio  cholerae O395@YP_001216210 XMt
Vibrio  vulnificus CMCP6@NP_759462 XMt
Vibrio  vulnificus YJ016@N P_933517 XMt
Photorhabdus   luminescens  subsp. laumondi i TTO1@NP_931111 XMt
Escherichia coli  O157 H 7 str Sakai@NP_308477 XMt
Escherichia coli  O 157 H 7 str EC4115@YP_002269038 XMt
Escherichia coli  O157 H 7  ED L933@NP_286138 XMt
Yersinia  ent erocolitica  subsp. enterocolitica 8081@YP_001007358 XMt
Yersinia  pes tis CO92@NP_406678 XMt
Yersinia  pes tis  biovar  Microtus  s tr 91001@NP_992117 XMt
Yersinia  pes tis  Antiqua@YP_652604 XMt
Yersinia  pes tis Angola@YP_001607631 XMt
Yersinia  pes tis KIM@N P_668309 XMt
Yersinia  pes tis Nepal516@YP_646817 XMt
Yersinia  pseudotuberculosis IP_ 32953@YP_069459 XMt
Yersinia  pes tis  Pestoides F@YP_001164172 X Mt
Yersinia  pseudotuberculosis PB1 +@YP_001871397 XMt
Yersinia  pseudotuberculosis IP_ 31758@YP_001402095 XMt
Yersinia  pseudotuberculosis YPIII@ YP_001721997 XMt
1
Bce-like family
Figure S1 : Phylogénie des homologues de BceS. 
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Treponema denticola ATCC  35 405@NP_971271 XMTB
Finegoldia magna  ATCC  29328@YP_001692369 XMTB
Staphylococcus  haemolyticus JCSC1435@YP_252322 XMTB
Staphy lococcus  aureus subsp.  aureus MRSA252@YP_042042 XMTB
Staphy lococcus  aureus RF122@YP_417944 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus MSSA476@ YP_044621 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus MW2@NP_647359 XMTB
Staphy lococcus  aureus subsp.  aureus JH1@YP_001317810 XMTB
Staphy lococcus  aureus subsp.  aureus JH9@YP_001247997 XMTB
Staphy lococcus  aureus subsp.  aureus USA300 TCH1516@YP_001576486 XMTB
Staphy lococcus  aureus subsp.  aureus USA300@YP_495190 XMTB
Staphy lococcus  aureus subsp.  aureus str Newman@YP_001333555 XMTB
Staphy lococcus  aureus subsp.  aureus NCTC  8325@YP_501404 XMTB
Staphy lococcus  aureus subsp.  aureus N315@NP_375741 XMTB
Staphy lococcus  aureus subsp.  aureus Mu50@NP_373146 XMTB
Staphy lococcus  aureus subsp.  aureus COL@YP_187431 XMTB
Staphy lococcus  aure us subsp.  aureus Mu3@YP_001443196 XMTB
Strept ococcus  gordonii str Challis  substr CH1@ YP_001450777 XMtb
Streptococcus  sanguinis SK36@YP_001035614 XMTB
Strept ococcus  suis 05ZYH33@YP_001198959 XMTB
Streptococcus  suis 98HAH33@YP_001201161 XMTB
Streptococcus  sanguinis SK36@YP_001035595 XMTB
Streptococcus  gordoni i str Chal lis  substr CH1@YP_001450762 XMTB
Streptococcus  thermophilus LMD-9@YP_820682 XMTB
Streptococcus  thermophilus CNRZ1066@YP_141689 XMTB
Strept ococcus  thermophilus LMG  1831 1@YP_139778 XMTB
Streptococcus  pneu moniae  T IGR4@NP_345398 XMTB
Streptococcus  pneumoniae  G54@ YP_002037548 XMTB
Strept ococcus  pneumoniae  CGS P14@YP_001835607 XMTB
Streptococcus  pneu moniae  Hu ngary19A-6@YP_001694367 X MTB
Streptococcus  pneumoniae  D3 9@YP_816289 XMTB
Streptococcus  pneumoniae  R6@ NP_358407 XMTB
Leuconostoc mesenteroides subsp.  mesenteroides ATCC  8293@ YP_818318 X MTB
Lactococcus lactis subsp.  lactis Il1403@ NP_267905 XMTB
Lactococcus lactis subsp.  cremoris SK11@YP_811509 XMTB
Streptococcus  mutans UA159@ NP_721402 XMTB
Streptococcus  suis 98HAH33@YP_001200451 XMTB
Strept ococcus  equi subsp.  zooepi demicus MGCS10565@YP_002123370 XMTB
Streptococcus  agalactiae  NE M316@ NP_735410 XMTB
Streptococcus  agalactiae  26 03V R@NP_687986 XMTB
Streptococcus  agalactiae  A 909@YP_329691 XMTB
Lactobacillus  casei BL23@ YP_001987579 XMTB
Lactobacillus  casei ATCC  334@ YP_806637 XMTB
Leuconostoc citreum KM20@YP_001727870 XMTB
Lactobacillus  reuteri JCM  1112@ YP_001842671 X MTB
Lactobacillus  reuteri DSM  20016@YP_001272366 XMTB
Desulfitobacterium hafniense Y51@YP_516808 XMTB
Clostridium  botulinum B  str Eklund 17B@YP_001887282 XMTB
Clostridium  botulinum E3  str Alaska  E43@YP_001922222 X MTB
Clostridium  phy tofermentans ISDg@YP_001560423 XMTB
Caldicellulosiruptor saccharolyticus DSM  8903@ YP_001179333 XMTB
Alkaliphilus oremlandii OhILAs@YP_001513613 XMTB
Clostridium  difficile 630@YP_001086830 XMTB
Alkaliphilus oremlandii OhILAs@YP_001 512524 XMTB
Symbiobacterium thermophilum IAM  1486 3@YP_076461 XMTB
Clostridium  perf ringens SM101@YP_697457 X MTB
Clostridium  perf ringens str 13@NP_561039 X MTB
Clostridium  perfringens ATCC  1312 4@YP_694583 XMTB
Clostridium  beijerinckii NCIMB  8052@YP_001311232 XMTB
Clostridium  perf ringens str 13@NP_561767 XMTB
Clostridium  botulinum E3  str Alaska  E43@YP_001922648 XMTB
Clostridium  botulinum B  str Eklund 17B@YP_001887664 XMTB
Clostridium  bei jerinckii NCIMB  8052@YP_001310926 XMTB
Clostridium  bei jerinckii NCIMB  8052@YP_001310924 XMTB
Clostridium  botulinum F  str Lang eland@YP_001391444 XMTB
Clostridium  botulinum B1  str Okra@YP_001781698 XMTB
Clostridium  botulinum A3  str Loch  Maree@YP_001787541 XMTB
Clostridium  botulinum A  str ATCC  3502@ YP_001254643 XMTB
Clostridium  botulinum A  str ATCC  1939 7@YP_001384400 XMTB
Clostridium  botulinum A  str Hall@YP_001387937 XMTB
Clostridium  botulinum F  str Langeland@YP_001391437 XMTB
Clostridium  botulinum A3  str Loch  Maree@YP_001787540 XMTB
Clostridium  botulinum B1  str Okra@YP_001781691 XMTB
Clostridium  botulinum A  str ATCC  3502@ YP_001254637 XMTB
Clostridium  botulinum A  str ATCC  1939 7@YP_001384393 XMTB
Clostridium  botulinum A  str Hall@YP_001387930 XMTB
Pediococcus pent osaceus ATCC  257 45@YP_805207 XMTB
Lactobacillus  plantarum WCFS1@NP_786124 XMTB
Lactobacillus  brevis ATCC  367@ YP_794581 XMTB
Lactobacillus  sakei subsp.  sakei 23K@YP_394737 XMTB
Lactobacillus  casei ATCC  334@ YP_807193 XMTB
Lactobacillus  casei BL23@YP_001988092 XMTB
Lactobacillus  delbrueckii subsp.  bulgaricus ATCC  11842@YP_619045 XMTB
Lactobacillus  delbrueckii subsp.  bulgaricus ATCC  11842@YP_619031 XMTB
Lactobacillus  delbrueckii subsp.  bulgaricus ATCC  BAA-365@YP_812989 XMTB
Lactobacillus  delbrueckii subsp.  bulgaricus ATCC  BAA-365@YP_813010 XMTB
Lactobacillus  acidophilus  NCFM@YP_194522 XMTB
Lactobacillus  helveticus DPC  4571@ YP_001577944 X MTB
Lactobacillus  gasseri ATCC  33323@YP_815422 XMTB
Lactobacillus  johns onii NCC  53 3@NP_965650 XMTB
Bacillus  weihens tephanensis KBAB4@YP_001647443 XMTB
Bacillus  weihenstephanensis KBAB4@YP_001645045 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  14579@NP_832087 XMTB
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_036490 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  10987@NP_978730 XMTB
Bacillus  cereus  E33L@ YP_083738 XMTB
Bacillus  thuringiensis str Al  Hakam@YP_894941 XMTB
Bacillus  anthracis str Sterne@YP_028486 XMTB
Bacillus  anthracis str Ames  Ancestor@YP_019033 XMTB
Bacillus  anthracis str Ames@NP_844768 XMTB
Bacillus  weihenstephanensis KBAB4@YP_001647439 XMTB
Bacillus  weihenstephanensis KBAB4@YP_001645155 XMTB
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_039106 XMTB
Bacillus  cereus  E33L@ YP_084429 XMtb
Bacillus  cereus  subsp.  cytotoxis NVH  391-98@YP_001376624 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  10987@NP_981180 XMtb
Bacillus  weihens tephanensis KBAB4@YP_001 647359 XMt
Bacillus  cereus  ATCC  14579@NP_834446 XMtb
Bacillus  anthracis str Sterne@YP_030886 XMtb
Bacillus  anthracis str Ames  Ancestor@YP_021647 XMtb
Bacillus  anthracis str Ames@NP_847190 XMtb
Bacillus  cereus  E33L@YP_086070 XMtb
Bacillus  thuringiensis str Al  Hakam@YP_897027 XMtb
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_038789 XMtb
Clostridium  difficile 630@YP_001089569 XMtb
Clostridium  botulinum F  str Langeland@YP_001389611 XMtb
Bacillus  amyloliquefaciens FZB42@YP_001419871 XMTB
Clostridium  kluyveri DSM  555@ YP_001393767 XMTB
Clostridium  thermocellum ATCC  27 405@YP_001037946 XMTB
Alkaliphilus metalliredigens QYMF@YP_001319318 XMTB
Clostridium  acetobutylicum ATCC  82 4@NP_346868 XMTB
Clostridium  difficile 630@YP_001088034 XMTB
Clostridium  botulinum B  str Eklund 17B@YP_001885319 XMTB
Clostridium  botulinum E3  str Alaska  E43@YP_001920449 XMTB
Clostridium  botulinum A3  str Loch  Maree@YP_001786781 XMTB
Clostridium  botulinum F  str Langeland@YP_001390754 XMTB
Clostridium  botulinum B1  str Okra@YP_001781045 XMTB
Clostridium  botulinum A  str ATCC  1939 7@YP_001383744 XMTB
Clostridium  botulinum A  str Hall@YP_001387294 XMTB
Clostridium  botulinum A  str ATCC  3502@ YP_001253909 XMTB
Exiguobacterium sibiricum 255-15@YP_001814962 XMTB
Listeria welshimeri serovar 6b  s tr SLCC5334@YP_849960 XMTB
Listeria innocua Clip11262@NP_471192 XMTB
Listeria monocytogenes str 4b  F2365@ YP_014365 XMTB
Listeria monocytogenes EGD-e@NP_465271 XMTB
Bacillus  weihens tephanensis KBAB4@YP_001 643603 XMTB
Bacillus  cereus  E33L@ YP_082303 XMTB
Bacillus  thuringiensis str Al  Hakam@YP_893616 XMTB
Lysinibacillus sphaericus C3-41@YP_001696437 XMTB
Alkaliphilus metalliredigens QYMF@YP_001319524 XMTB
Listeria monocytogenes str 4b  F2365@YP_014740 XMTB
Listeria monocytogenes EGD-e@NP_465639 XMTB
Listeria innocua Clip11262@NP_471553 XMTB
Listeria welshimeri serovar 6b  s tr SLCC5334@YP_850331 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  14579@NP_834523 XMTB
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_038868 XMTB
Bacillus  thuringiensis str Al  Hakam@YP_897104 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  10987@NP_981277 XMTB
Bacillus  weihenstephanensis KBAB4@YP_001647451 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  14579@NP_834530 XMTB
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_038876 XMTB
Bacillus  cereus  E33L@ YP_086155 XMTB
Bacillus  anthracis str Ames  Ancestor@YP_021732 XMTB
Bacillus  anthracis str Ames@NP_847274 XMTB
Bacillus  anthracis str Sterne@YP_030966 XMTB
Enterococcus faecalis V583@NP_816380 XMTB
Lactobacillus  sakei subsp.  sakei 23K@YP_396061 XMtb
Lactobacillus  casei ATCC  334@ YP_806952 XMTB
Lactobacillus  casei BL23@YP_001987894 XMTB
Alkaliphilus metalliredigens QYMF@YP_001321700 XMTB
Alkaliphilus metalliredigens QYMF@YP_001321334 XMTB
Lysinibacillus sphaericus C3-41@YP_001700194 XMTB
Oceanobacillus iheyensis HTE831@NP_691755 XMTB
Bacillus  clausii KSM-K16@YP_176988 XMTB
Geobac illus kaustophilus HTA426@YP_148196 XMTB
Bacillus  pumilus SAFR-032@YP_001487814 XMTB
Bacillus  halodurans C-125@NP_244782 XMTB
Bacillus  amyloliquefaciens FZB42@YP_001 422319 XMTB
Bacillus  subtilis   subsp.  subtilis  str 168@NP_390915 XMTB
Bacillus  licheniformis ATCC  145 80@YP_081282 XMTB
Bacillus  licheniformis ATCC  145 80@YP_093716 XMTB
Staphylococcus  haemolyticus JCSC1435@YP_254147 XMtb
Staphylococcus  epidermidis ATCC  1222 8@NP_763985 XMTB
Staphylococcus  epidermidis RP62A@YP_187911 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus MRSA252@YP_040114 XMtb
Staphy lococcus  aure us subsp.  aureus JH9@YP_001246064 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus JH1@YP_001315844 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus MSSA476@ YP_042755 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus MW2@NP_645441 XMTB
Staphylococcus  aureus RF122@ YP_416105 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus N315@NP_373872 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus Mu3@YP_001441249 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus Mu50@NP_371186 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus NCTC  8325@YP_499227 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus USA300@ YP_493351 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus COL@YP_185601 XMTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus USA300 T CH1516@YP_001574584 X MTB
Staphylococcus  aureus subsp.  aureus str Newman@YP_001331665 XMTB
Staphylococcus  saprophyticus subsp.  saprophy ticus ATCC  1530 5@YP_300390 XMTB
Staphylococcus  haemolyticus JCSC1435@YP_254580 XMTB
Staphy lococcus  epidermidis ATCC  1222 8@NP_765956 XMTB
Staphy lococcus  epidermidis RP62A@YP_187620 XMTB
Staphy lococcus  aure us subsp.  aureus MRSA252@YP_042119 XMTB
Staphylococcus  aureus RF122@ YP_418022 XMTB
Staphylococcus  aure us subsp.  aureus MSSA476@ YP_044701 XMTB
Staphylococcus  aure us subsp.  aureus MW2@NP_647438 XMTB
Staphy lococcus  aure us subsp.  aureus NCTC  8325@YP_501485 XMTB
Staphy lococcus  aure us subsp.  aureus USA300 TCH1516@YP_001576569 XMTB
Staphy lococcus  aure us subsp.  aureus USA300@ YP_495268 X MTB
Staphy lococcus  aure us subsp.  aureus COL@YP_187511 XMTB
Staphy lococcus  aure us subsp.  aureus str Newman@YP_001333633 XMTB
Staphylococcus  aure us subsp.  aureus JH1@YP_001317891 XMTB
Staphylococcus  aure us subsp.  aureus JH9@YP_001248077 XMTB
Staphylococcus  aure us subsp.  aureus Mu3@YP_001443276 X MTB
Staphylococcus  aure us subsp.  aureus Mu50@NP_373226 XMTB
Staphylococcus  aure us subsp.  aureus N315@NP_375820 XMTB
Clostridium  di fficile 630@YP_001087087 X MTB
Bacillus  halodurans C-125@NP_243564 XMt
Clostridium  kluyveri DSM  555@ YP_001396903 XMTB
Desulfitobac terium hafniense Y51@YP_519910 XMt
Bacillus  thuringiensis str Al  Hakam@YP_895624 XMTB
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_037280 XMTB
Bacillus  cereus  E33L@ YP_084480 XMTB
Streptococcus  pyogenes MGAS315@ NP_665451 XMtb
Strept ococcus  pyogenes SSI-1@NP_802909 XMtb
Streptococcus  pyogenes M1  GAS@NP_269895 XMTB
Streptococcus  pyogenes MGAS5005@ YP_282990 XMTB
Streptococcus  pyogenes MGAS8232@ NP_607967 XMTB
Streptococcus  pyogenes MGAS10750@ YP_603218 XMTB
Streptococcus  pyogenes NZ131@YP_002286532 XMTB
Streptococcus  pyogenes MGAS10270@ YP_599305 XMTB
Streptococcus  pyogenes MGAS2096@ YP_601248 XMTB
Streptococcus  pyogenes MGAS9429@YP_597361 XMTB
Streptococcus  pyogenes MGAS6180@ YP_281082 XMTB
Streptococcus  pyogenes str Manfredo@YP_001129125 XMTB
Streptococcus  pyogenes MGAS10394@ YP_060954 XMTB
Symbiobacterium thermophilum IAM  1486 3@YP_077037 XMTB
Bacillus  halodurans C-125@NP_241618 XMTB
Clostridium  acetobutylicum ATCC  82 4@NP_348146 XMTB
Clostridium  tetani E88@NP_781094 XMTB
Clostridium  botulinum A3  str Loch  Maree@YP_001785611 XMTB
Clostridium  botulinum B1  str Okra@YP_001779927 XMTB
Clostridium  botulinum F  str Langeland@YP_001389645 XMTB
Clostridium  botulinum A  str ATCC  3502@ YP_001252818 XMTB
Clostridium  botulinum A  str ATCC  1939 7@YP_001382678 XMTB
Clostridium  botulinum A  str Hall@YP_001386229 XMTB
Bacillus  clausii KSM-K16@YP_176725 XMTB
Bacillus  subtilis  subsp.  subtilis   str 168@NP_391349 XMTB
Bacillus  weihens tephanensis KBAB4@YP_001647068 XMTB
Bacillus  cereus  subsp.  cytotoxis NVH  391-98@YP_001376368 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  10987@NP_980819 XMTB
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_038486 XMTB
Bacillus  thuringiensis str Al  Hakam@YP_896742 XMTB
Bacillus  cereus  E33L@ YP_085759 XMTB
Bacillus  anthracis str Ames  Ancestor@YP_021314 XMTB
Bacillus  anthracis str Ames@NP_846882 XMTB
Bacillus  anthracis str Sterne@YP_030579 XMTB
Bacillus  cereus  subsp.  cytotoxis NVH  391-98@YP_001376369 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  10987@NP_980820 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  14579@NP_834142 XMTB
Bacillus  weihenstephanensis KBAB4@YP_001647069 XMTB
Bacillus  cereus  E33L@ YP_085760 XMTB
Bacillus  thuringiensis str Al  Hakam@YP_896743 XMTB
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_038487 XMTB
Bacillus  anthracis str Ames  Ancestor@YP_021315 XMTB
Bacillus  anthracis str Ames@NP_846883 XMTB
Bacillus  anthracis str Sterne@YP_030580 XMTB
Lysinibacillus sphaericus C3-41@YP_001696184 XMTB
Alkaliphilus metalliredigens QYMF@YP_001321336 XMTB
Bacillus  halodurans C-125@NP_241142 XMtb
Lysinibacillus sphaericus C3-41@YP_001696556 XMTB
Clostridium  difficile 630@YP_001088041 XMTB
Clostridium  difficile 630@YP_001089502 XMTB
Clostridium  botulinum A3  str Loch  Maree@YP_001785660 XMTB
Clostridium  botulinum F  str Langeland@YP_001389688 XMTB
Clostridium  botulinum B1  str Okra@YP_001779973 XMTB
Clostridium  botulinum A  str ATCC  3502@ YP_001252865 XMTB
Clostridium  botulinum A  str ATCC  1939 7@YP_001382724 XMTB
Clostridium  botulinum A  str Hall@YP_001386275 XMTB
Bacillus  cereus  E33L@ YP_086167 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  10987@NP_981287 XMTB
Bacillus  weihenstephanensis KBAB4@YP_001647463 XMTB
Bacillus  thuringiensis str Al  Hakam@YP_897112 XMTB
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_038884 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  14579@NP_834540 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  10987@NP_981284 XMTB
Bacillus  weihenstephanensis KBAB4@YP_001647460 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  14579@NP_834537 XMTB
Bacillus  cereus  E33L@ YP_086164 XMTB
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_038881 XMTB
Bacillus  thuringiensis str Al  Hakam@YP_897109 XMTB
Bacillus  cereus  subsp.  cytotoxis NVH  391-9 8@YP_001376688 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  10987@NP_981285 XMTB
Bacillus  weihens tephanensis KBAB4@YP_001647461 XMTB
Bacillus  cereus  E33L@YP_086165 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  14579@NP_834538 XMTB
Bacillus  thuringiensis str Al  Hakam@YP_897110 XMTB
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_038882 XMTB
Bacillus  anthracis str Ames  Ancestor@YP_021740 XMTB
Bacillus  anthracis str Ames@NP_847279 XMTB
Bacillus  anthracis str Sterne@YP_030974 XMTB
Geobac illus thermodenitrificans NG80-2@YP_001124430 XMTB
Bacillus  subtilis   subsp.  subtilis  str 168@NP_391842 XMTB
Bacillus  amyloliquefaciens FZB42@YP_001423220 XMTB
Bacillus  licheni formis ATCC  145 80@YP_081222 XMTB
Bacillus  licheni formis ATCC  145 80@YP_093653 XMTB
Bacillus  weihens tephanensis KBAB4@YP_001 645152 XMTB
Bacillus  weihens tephanensis KBAB4@YP_001645168 XMTB
Bacillus  cereus  E33L@YP_083939 XMTB
Bacillus  thuringiensis str Al  Hakam@YP_895147 XMTB
Bacillus  weihens tephanensis KBAB4@YP_001645363 XMTB
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_036710 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  10987@NP_978928 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  14579@NP_832303 XMTB
Enterococcus faecalis V583@NP_815714 XMTB
Bacillus  licheniformis ATCC  145 80@YP_081341 XMTB
Bacillus  licheniformis ATCC  145 80@YP_093774 XMTB
Bacillus  cereus  subsp.  cytotoxis NVH  391-98@YP_001374819 XMTB
Bacillus  weihens tephanensis KBAB4@YP_001644722 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  14579@NP_831764 XMTB
Bacillus  cereus  ATCC  10987@NP_978389 XMTB
Bacillus  thuringiensis str Al  Hakam@YP_894599 XMTB
Bacillus  thuringiensis serovar konkukian str 97-27@YP_036159 XMTB
Bacillus  cereus  E33L@YP_083406 XMTB
Figure S2 : Phylogénie des homologues de BceB. 
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0.1
Alkaliphilus oremlandii OhILAs YP_001512526
Clostridium thermocellum ATCC 27405 YP_001038513
Bacilus clausi KSMK16 YP_173759
Bacilus halodurans C25 NP_241155
Alkaliphilus metalliredigens QYMF YP_001321702
Lysinibacillus sphaericus C341 YP_001700196
Staphylococcus aureus RF122 YP_416103
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 NP_763983
Staphylococcus haemolyticus JCSC1435 YP_254149
Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus ATCC 15305 YP_302151
Oceanobacillus iheyensis HTE831 NP_691753
Bacilus pumilus SAFR032 YP_001487812
Bacilus halodurans C25 NP_244780
Geobacillus kaustophilus HTA426 YP_148194
Bacilus licheniformis ATCC 14580 YP_081284
Bacilus subtilis subsp. subtilis str. 168 NP_390917
Bacilus amyloliquefaciens FZB42 YP_001422321
Lactobacillus sakei subsp. sakei 23K YP_396064
Lactobacillus casei ATCC 334 YP_806955
Enterococcus faecalis V583 NP_814665
Listeria monocytogenes EGDe NP_465266
Listeria innocua Clip11262 NP_471187
Listeria welshimeri serovar 6b str. SLCC5334 YP_849955
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 NP_346866
Alkaliphilus metalliredigens QYMF YP_001319316
Clostridium difficile 630 YP_001088031
Clostridium difficile 630 YP_001086828
Clostridium beijerinckii NCIMB 8052 YP_001310919
Clostridium botulinum A str. ATCC 19397 YP_001384388
Clostridium perfringens ATCC 13124 YP_695288
Clostridium beijerinckii NCIMB 8052 YP_001311234
Clostridium perfringens ATCC 13124 YP_694580
Caldicellulosiruptor saccharolyticus DSM 8903 YP_001179335
Desulfitobacterium hafniense Y51 YP_516806
Alkaliphilus oremlandii OhILAs YP_001513615
Clostridium phytofermentans ISDg YP_001560425
Lactobacillus casei ATCC 334 YP_806639
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides ATCC 8293 YP_818316
Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363 YP_001033193
Streptococcus mutans UA159 NP_721404
Streptococcus suis 05ZYH33 YP_001198249
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus MGCS10565 YP_002123372
Streptococcus agalactiae 2603V R NP_687988
Streptococcus suis 05ZYH33 YP_001198961
Streptococcus thermophilus CNRZ1066 YP_141691
Streptococcus pneumoniae CGSP14 YP_001836324
Streptococcus gordonii str. Challis substr. CH1 YP_001450783
Streptococcus sanguinis SK36 YP_001035618
Finegoldia magna ATCC 29328 YP_001692371
Treponema denticola ATCC 35405 NP_971269
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 NP_765749
Staphylococcus haemolyticus JCSC1435 YP_252320
Staphylococcus aureus RF122 YP_417946
Clostridium kluyveri DSM 555 YP_001393763
Clostridium thermocellum ATCC 27405 YP_001037948
Bacilus amyloliquefaciens FZB42 YP_001419869
Clostridium difficile 630 YP_001089567
Lactobacillus reuteri JCM 1112 YP_001842669
Leuconostoc citreum KM20 YP_001727872
Bacilus licheniformis ATCC 14580 YP_081220
Bacilus amyloliquefaciens FZB42 YP_001423222
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 NP_391844
Lysinibacillus sphaericus C3-41 YP_001696181
Exiguobacterium sibiricum 255-15 YP_001814960
Clostridium botulinum A str. ATCC 19397 YP_001383747
Clostridium botulinum A str. ATCC 19397 YP_001382721
Clostridium difficile 630 YP_001089505
Bacilus weihenstephanensis KBAB4 YP_001647459
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 YP_038880
Bacillus cereus E33L YP_086163
Bacilus anthracis str. Sterne YP_030970
Bacilus halodurans C-125 NP_241138
Lysinibacillus sphaericus C3-41 YP_001696558
Clostridium tetani E88 NP_783751
Alkaliphilus metalliredigens QYMF YP_001321338
Bacilus licheniformis ATCC 14580 YP_081343
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 YP_001645166
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 YP_001645150
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 YP_001645371
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 YP_036705
Bacilus anthracis str. Sterne YP_028681
Bacilus cereus E33L YP_083933
Bacilus halodurans C-125 NP_241620
Clostridium kluyveri DSM 555 YP_001396905
Desulfitobacterium hafniense Y51 YP_519912
Bacillus halodurans C-125 NP_243566
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 NP_347012
Symbiobacterium thermophilum IAM 14863 YP_077039
Bacillus clausii KSM-K16 YP_176723
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 NP_391351
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 NP_348144
Clostridium botulinum A str. ATCC 19397 YP_001382676
Clostridium tetani E88 NP_781092
Bacilus weihenstephanensis KBAB4 YP_001647071
Bacilus cereus E33L YP_085762
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 YP_038489



































































































































Figure S3 : Phylogénie des protéines BceS-like (histidine kinase). 
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Lactobacillus sakei subsp. sakei 23K YP_394736
Lactobacillus casei ATCC 334 YP_807194
Lactobacillus plantarum WCFS1 NP_786123
Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 YP_805206
Lactobacillus brevis ATCC 367 YP_794580
Lactobacillus johnsonii NCC 533 NP_965651
Lactobacillus gasseri ATCC 33323 YP_815424
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 YP_619030
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 YP_619046
Lactobacillus helveticus DPC 4571 YP_001577945
Lactobacillus acidophilus NCFM YP_194523
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 YP_001645044
Bacillus cereus E33L YP_083737
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 YP_036489
Bacillus anthracis str. Sterne YP_028484
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 YP_001647440
Bacillus cereus E33L YP_084430
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 YP_039107
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 YP_001647360
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 YP_001645154
Bacillus cereus E33L YP_086071
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 YP_038790
Bacillus anthracis str. Sterne YP_030887
Clostridium difficile 630 YP_001088033
Exiguobacterium sibiricum 255-15 YP_001814963
Lactobacillus sakei subsp. sakei 23K YP_396062
Lactobacillus casei ATCC 334 YP_806953
Enterococcus faecalis V583 NP_816381
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 YP_037279
Bacillus cereus E33L YP_084479
Lysinibacillus sphaericus C3-41 YP_001696436
Alkaliphilus metalliredigens QYMF YP_001319523
Listeria innocua Clip11262 NP_471552
Listeria welshimeri serovar 6b str. SLCC5334 YP_850330
Listeria monocytogenes EGD-e NP_465638
Listeria monocytogenes EGD-e NP_465272
Listeria welshimeri serovar 6b str. SLCC5334 YP_849961
Listeria innocua Clip11262 NP_471193
Clostridium botulinum A str. ATCC 19397 YP_001383743
Clostridium acetobutylicu ATCC 824 NP_346867
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 NP_346807
Alkaliphilus metalliredigens QYMF YP_001319317
Bacillus amyloliquefaciens FZB42 YP_001419870
Clostridium difficile 630 YP_001089570
Clostridium thermocellum ATCC 27405 YP_001037947
Clostridiu kluyveri DSM 555 YP_001393766
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 YP_038869
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 YP_038877
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 YP_001647452
Bacillus cereus E33L YP_086156
Bacillus anthracis str. Sterne YP_030967
Lysinibacillus sphaericus C3-41 YP_001700195
Alkaliphilus metalliredigens QYMF YP_001321335
Alkaliphilus etalliredigens QYF YP_001321701
Oceanobacillus iheyensis HTE831 NP_691754
Geobacillus kaustophilus HTA426 YP_148195
Bacillus halodurans C-125 NP_244781
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 NP_390916
Bacillus amyloliquefaciens FZB42 YP_001422320
Bacillus licheniformis ATCC 14580 YP_093717
Bacillus licheniformis ATCC 14580 YP_081283
Bacillus pumilus SAFR-032 YP_001487813
Bacillus clausii KSM-K16 YP_176989
Staphylococcus haemolyticus JCSC1435 YP_254148
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 NP_763984
Staphylococcus aureus RF122 YP_416104
Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus ATCC 15305 YP_300389
Staphylococcus aureus RF122 YP_418021
Staphylococcus haemolyticus JCSC1435 YP_254579
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 NP_765955
Finegoldia magna ATCC 29328 YP_001692370
Treponema denticola ATCC 35405 NP_971270
Caldicellulosiruptor saccharolyticus DSM 8903 YP_001179334
Alkaliphilus oremlandii OhILAs YP_001513614
Desulfitobacterium hafniense Y51 YP_516807
Clostridium phytofermentans ISDg YP_001560424
Streptococcus suis 05ZYH33 YP_001198960
Streptococcus thermophilus CNRZ1066 YP_141690
Streptococcus pneumoniae CGSP14 YP_001835606
Streptococcus sanguinis SK36 YP_001035596
Streptococcus sanguinis SK36 YP_001035615
Streptococcus gordonii str. Challis substr. CH1 YP_001450778
Streptococcus gordonii str. Challis substr. CH1 YP_001450763
Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363 YP_001033196
Streptococcus suis 05ZYH33 YP_001198257
Streptococcus mutans UA159 NP_721401
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus MGCS10565 YP_002123369
Streptococcus agalactiae 2603V R NP_687985
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides ATCC 8293 YP_818317
Lactobacillus casei ATCC 334 YP_806638
Leuconostoc citreum KM20 YP_001727871
Lactobacillus reuteri JCM 1112 YP_001842670
Staphylococcus haemolyticus JCSC1435 YP_252321
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 NP_765748
Staphylococcus aureus RF122 YP_417945
Bacillus halodurans C-125 NP_243565
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 NP_347013
Desulfitobacteriu hafniense Y51 YP_519911
Clostridium kluyveri DSM 555 YP_001396904
Clostridium botulinum A str. ATCC 19397 YP_001385488
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 NP_346712
Streptococcus pyogenes M1 GAS NP_269896
Clostridium difficile 630 YP_001087088
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 NP_391350
Bacillus clausii KSM-K16 YP_176724
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 NP_348145
Clostridium tetani E88 NP_781093
Clostridiu botulinum A str. ATCC 19397 YP_001382677
Bacillus halodurans C-125 NP_241619
Symbiobacterium thermophilum IAM 14863 YP_077038
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 YP_001647070
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 YP_038488
Bacillus cereus E33L YP_085761
Bacillus anthracis str. Sterne YP_030581
Geobacillus thermodenitrificans NG80-2 YP_001124429
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 NP_391843
Bacillus amyloliquefaciens FZB42 YP_001423221
Bacillus licheniformis ATCC 14580 YP_093652
Bacillus lichenifor is ATCC 14580 YP_081221
Exiguobacterium sibiricum 255-15 YP_001814959
Enterococcus faecalis V583 NP_815715
Bacillus licheniformis ATCC 14580 YP_093775
Bacillus licheniformis ATCC 14580 YP_081342
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 YP_001645151
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 YP_001645167
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 YP_001645364
Bacillus anthracis str. Sterne YP_028687
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 YP_036709
Bacillus cereus E33L YP_083938
Lysinibacillus sphaericus C3-41 YP_001696183
Alkaliphilus metalliredigens QYMF YP_001321337
Clostridiu tetani E88 NP_783753
Lysinibacillus sphaericus C3-41 YP_001696557
Bacillus halodurans C-125 NP_241139
Clostridium difficile 630 YP_001088040
Clostridium difficile 630 YP_001089503
Clostridium botulinum A str. ATCC 19397 YP_001382723
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 YP_001647462
Bacillus anthracis str. Sterne YP_030975
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 YP_038883










Clostridium difficile 630 YP_001086831
Clostridium thermocellum ATCC 27405 YP_001038510
Alkaliphilus oremlandii OhILAs YP_001512523
Bacillus halodurans C-125 NP_241152
Bacillus clausii KSM-K16 YP_173756
Symbiobacterium thermophilum IAM 14863 YP_076462
Clostridium perfringens ATCC 13124 YP_694582
Clostridium beijerinckii NCIMB 8052 YP_001311233
Clostridium perfringens ATCC 13124 YP_695292
Clostridium botulinum A str. ATCC 19397 YP_001384401




































Figure S4 : Phylogénie des protéines BceA-like (NBD). 
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Figure S5 : Répertoire Bce-like. 
(A) Clostridies 
(B) Bacilles 
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Figure S5 : Répertoire Bce-like. 
(C) Mollicutes 
(D) Lactobacilles 
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Figure S6 : Alignement de la séquence de BceB de B. subtilis avec sept de ses plus proches 
homologues appartenant à la sous-famille IV. 
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Figure S7 : Similarités entre les régions de BceB de B. subtilis et celles de ses plus proches homologues. 
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Table S1: Diversité et organisation des modules bce-like dans chaque génome complet. 
Seule la première page du tableau est ici représenté. Le tableau dans son ensemble est disponible le sur : 
http://www.plosone.org/article/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.pone.0015951 
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Table S2: Souches bactériennes utilisées dans cette étude. 
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Table S3: Plasmids used in this study 
 
Plasmids Features, resistance Références 








































pbTy bceABBs∆ loop Apr, Tcr This work 























Joseph P, Fichant G, Quentin Y, Denizot F. 2002. Regulatory relationship of two-component and ABC transport systems and 
clustering of their genes in the bacillus/clostridium group, suggest a functional link between them. J Mol Microbiol 
Biotechnol 4: 503-513. 
Table S3: Plasmides utilisés dans cette étude. 
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Pbcea2-pml 5'-CGCCC ACGTGATGATGATGATGGTGCATTTACGCAG TCTCCTTTAATTG-3' 
Tet1-asc 5'-TCATCATCATCACGTGGGCGCGCCAATGGTGCAGGT TGTTCTCAATG-3' 
Tet2-lin 5'-AGGATCAATTTTGAACTCTCTCCC-3' 










loop1/FseBbv 5'-GCTGAGGACAATGAGGCCGGCCGAGTAATACGA GATGTAAGCAAG-3' 
loop2/FseBbv 5'-GCCGGCCTCATTGTCCTCAGCTCACTGTTTGGTAT GGTGATGTTC-3' 











Table S4: Liste des oligonucléotides utilisés dans cette étude. 
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C) Conclusion Article 
 
 Le but de cette étude était d’une part d’étudier la conservation des systèmes 
phosphorelais possédant un senseur de type Intra Membrane-Histidine Kinase (IM-HK) et des 
transporteurs ABC possédant une MSD à boucle extracytoplasmique longue et d’autre part, de 
mieux comprendre le fonctionnement de ce type de système en étudiant plus particulièrement 
la mécanistique du système BceRSAB, conférant la résistance à la bacitracine chez B. subtilis, 
ainsi que le rôle de la boucle de BceB. 
 
 
1) Les modules de détection/résistance aux antibiotiques 
 
 L’analyse phylogénomique réalisée pendant ce travail porte sur plus de 800 génomes et 
nous a permis de répertorier les modules phosphorelais/transporteurs ABC possédant les 
caractéristiques suivantes : le senseur ou histidine kinase est de type IM-HK et possède deux 
fragments transmembranaires encadrant une très courte boucle extracytoplasmique (inférieure 
ou égale à 12 résidus) et la MSD possède 10 fragments transmembranaires, dont les fragments 
7 et 8 sont séparés par une très large boucle extracytoplasmique de plus de 170 résidus. Cette 
analyse plusexhaustive que celle que nous avions réalisée précédemment(Joseph et al., 2002) 
confirme que de tels modules (phosphorelais/transporteurs ABC) sont restreints aux 
Firmicutes, groupe dans lequel ils sont apparus et se sont largement répandus. Les quatre 
gènes codant pour les éléments composant ces modules (histidine kinase, régulateur de 
réponse, NBD et MSD) ont coévolués depuis leur émergence dans ce phylum. L’histoire 
évolutive de ces modules est hautement dynamique. En effet, il a été mis en évidence de 
nombreux transferts horizontaux, des évènements de duplications ou de perte de gènes, ce qui 
a conduit à un répertoire très varié de ces modules au sein des Fitmicutes. D'autre part, les 
gènes codant pour les quatre partenaires sont restés groupés au niveau chromosomique durant 
l'évolution. Une analyse phylogénétique fine de chacun des membres de ces modules a été 
réalisée et a permis de proposer une classification en six sous-familles. Récemment, un autre 
groupe a réalisé une étude très similaire et a obtenu des résultats en parfaite concordance avec 
les nôtres(Dintner et al., 2011). Leur classification fait apparaître, pour les transporteurs ABC, 
huit groupes phylogénétiques correspondant en fait aux groupes I, II, IV, V et VI que nous 
avons décrits, le groupe III ayant été scindé en trois groupes distincts (III, VII et VIII).
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Dans notre classification, la sous-famille IV contient le transporteur BceAB de B. subtilis 
conférant la résistance à la bacitracine, ainsi que les transporteurs YtsCD de B. licheniformis 
et B. halodurans et VraDE de S. aureus, impliqués dans la résistance à ce même antibiotique 
(ce travail,(Pietiäinen et al., 2009)).  
 
 
2) Les ABC transporteurs de la sous-famille IV et leur rôle fonctionnel 
 
 Afin de mieux appréhender le rôle du transporteur BceAB dans larégulation du système 
BceRSAB, nous nous sommes intéressés à des systèmes orthologues de la même famille, 
impliqués ou potentiellement impliqués dans la résistance à la bacitracine, à savoir, BceAB de 
B. halodurans, YtsCD de B. licheniformis, ainsi que le transporteur VraDE deS. aureus. Nous 
avons alors voulu savoir si chacun de ces transporteurs étaient capables, d’une part, d'assister 
le système de transmission du signal BceRS de B. subtilis en réponse à la bacitracine et 
d’autre part, de conférer la résistance à la bacitracine à B. subtilis. Dans des conditions de 
surproduction du régulateur de réponse BceR, qui permettent de s'affranchir de la présence de 
bacitracine pour l'activation du promoteur PbceA, nous avons pu montrer pour la première 
fois que BceAB de B. halodurans et YtsCD de B. licheniformis confèrent tous deux la 
résistance à la bacitracine chez B. subtilis et sont donc très probablement impliqués dans cette 
résistance dans leur hôte d’origine. Par contre VraDE qui confère la résistance à la bacitracine 
chez S. aureus, probablement à cause d'un problème de contexte de paroi bactérienne 
différente n'est pas capable d'assurer la protection de B. subtilis à l'antibiotique. 
 D'autre part, nos résultats montrent clairement que seul le transporteur le plus proche 
phylogénétiquement (YtsCD de B. licheniformis) est capable de participer à l'activation du 
promoteur bceA. Le transporteur BceAB de B. halodurans ne permet qu’une activation très 
faible du système, tandis que VraDE enest incapable. Ceci suggère que le mécanisme 
d'activation pourrait faire intervenir une interaction entre l'un des composants de l'ABC 
transporteur et l'histidine kinase BceS. Le transporteur ABC pourrait alors constituer le 
premier senseur de la présence de bacitracine qui activerait par la suite l'histidine kinase. 
Cette hypothèse est en partie reprise par Dintner et collaborateurs qui proposent que le 
senseur ne pourrait percevoir directement un stimulus, mais transférerait l'information 
provenant du transporteur ABC associé vers le régulateur de réponse(Dintner et al., 2011).  
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 CemodedefonctionnementnesemblepasuniqueaumoduleBceRSABdeB. 
subtilis,puisqueletransporteurABC BceAB (anciennement MbrCD)deS. 
mutansestindispensableàlatransmissiondusignaldanslaréponsedumoduleMbrABCDdeS. 
mutansàlabacitracine. Demême, larégulationparlavancomycinedutransporteurVraFGdeS. 
aureussemblerequérirlaperméaseVraG.Il a également été montré au laboratoire que le 
transporteur PsdAB de B. subtilis, appartenant à la sous-famille III, a le même mode de 
fonctionnement. En effet, en présence d’enduracidine, une souche délétée des gènes codant 
pour ce transporteur est incapable d’activer le promoteur de psdA et donc de participer à 
l’induction du système. Finalement, Hironetcollaborateurs(Hiron et al., 2011) 




tintervenirchezS. aureusuntroisièmepartenaire, VraDE (isolé dans la sous-famille 
IV)quiestletransporteurABCconférantlarésistance, 
BraDEneconstituantquelesenseurprimairedesantibiotiques (Hiron et al., 2011). De façon 
intéressante, notons que le transporteur VraDE n’est associé à aucun phosphorelais dans la 
sous famille IV. 
 Cesmodulesdedétection/résistancequ'ilssoientsimples 
(unphosphorelaisassociéàuntransporteurABC) oufaisantintervenirtroispartenaires 
(unphosphorelaisetdeuxtransporteursABC) constituentun nouveaumécanismederégulationtrès 





3) LaboucleextracytoplasmiquedelaMSDdel'ABCtransporteur : 
sescaractéristiquesetsonrôlefonctionnel. 
 
 Lafonction de la boucle extracytoplasmique du translocateur a été abordée 
enutilisantuneapprochededélétion/réintégrationde cette boucledansBceBdeB. subtilis. 
Lesrésultatsobtenusmontrentqu'enprésencedebacitracine,la boucle de BceBestindispensable, 
tantpourl'activationdupromoteurdugènebceA, doncdelarégulationdusystème, 
quepourlarésistancedelabactérieàl'antibiotique. Un résultat identique est obtenu avec le 
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transporteur YtsCD de B. licheniformis qui, lorsqu'il est délété de sa boucle, devient lui aussi 
incapable de participer à l'activation du promoteur de bceA en présence de bacitracine chez B. 
subtilis et
















Fig. 38 : Alignementde la séquencedeBceBdeB. subtilis (Bsub) avec celle de 
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donc de conférer la résistance à cet antibiotique. Nousavons voulu ensuite tester 
l'interchangeabilité des boucles de perméases. Au sein de la famille IV, 
quatredestransporteursétantimpliquésdanslarésistanceàlabacitracine, nousavons changé la 
boucle de BceB deB. subtilis par la boucle de ces quatre transporteurs. 
SeulelaboucledeYtsDdeB. licheniformisestcapablederestaurer, bienquetrèspartiellement, 
lacapacitédutransporteurBceABàparticiperàl'activationdupromoteurbceAenprésencedebacitrac
inechezB. subtilis. Cependant, 
cetransporteurhybriden'estpascapabledeprotégerlabactériedel'actiondelabacitracine. Comme 
pour les transporteurs entiers et leur capacité à remplacer fonctionnellement BceAB de B. 
subtilis, on retrouve encore la notion de proximité phylogénétique puisque seule la boucle du 
translocateur la plus proche de BceB de B. subtilis est capable, bien que très partiellement, de 
remplacer la boucle originelle. Cependant, une comparaison des séquences des boucles des 
trois transporteurs ABC les plus proches (BceB de B. subtilis, YtsD de B. liqueniformis et 
BceB de B. halodurans, Fig.38) indique que ce domaine est le moins conservé de la MSD, ce 
qui pourrait expliquer nos résultats. Dans ce contexte, il est difficile d'attribuer un rôle direct 
de reconnaissance de l'allocrite par la boucle puisque les trois MSD décrites ci-dessus font 
partie de transporteurs ayant la même spécificité (bacitracine). Ce résultat est en contradiction 
avec les données récentes publiées par Hiron et collaborateurs(Hiron et al., 2011) qui ont 
obtenu un changement de spécificité de VraFG (vancomycine pour bacitracine) en substituant 
la boucle de VraG par celle de VraE. L'environnement immédiat du transporteur (composition 
du peptidoglycane, protéines accessoires) pourrait expliquer cette divergence. En effet, le 
travail de Hiron et collaborateurs(Hiron et al., 2011) a été réalisé chez S. aureus avec des 
protéines de S. aureus, alors que nous avons utilisé des protéines hétérologues, donc hors de 
leur contexte naturel, chez B. subtilis. LafonctiondelaboucleextracytoplasmiquedelaMSD est 
donctrèsimportante, quecesoitauniveaudel’activationet donc 
delarégulationdumoduleouauniveaudelarésistanceàl’antibiotique. Unegénéralisation, 
plusformelle, del'importancefonctionnelledelaboucleauxautresmodules 
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Fig.39 : Principe du double hybride bactérien. 
Ce système est basé sur la reconstitution de l’activité adénylate cyclase chez E. coli. Il 
exploite le fait que le domaine catalytique de l’adénylate cyclase (CyaA) de Bordetella 
pertussis est composé de deux fragments complémentaires, T25 et T18 (A). Ces deux 
domaines ne peuvent être actifs si ils sont séparés physiquement (B). Lorsque ces deux 
fragments sont fusionnés à deux protéines d’intérêt, X et Y, l’interaction de ces protéines 
hybrides permet la reconstitution du domaine catalytique de l’adénylate cyclase et donc la 
synthèse d’AMP cyclique (cAMP) (C). L’AMP cyclique peut alors interagir avec la protéine 
CAP (Catabolite Activator Protein). Ce complexe va activer l’expression de différents gènes, 
dont le gène rapporteur lacZ, impliqué dans le catabolisme du lactose (D). La bactérie est 



















Fig.40 : Méthodologie utilisée lors de l’analyse des interactions protéine-protéine par double 
hybride bactérien.  
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II) Interaction entre le senseur BceS et le transporteur ABC 
BceAB 
 
 L’échange de transporteurs ABC au sein de la sous-famille IV a suggéré que le 
mécanisme d'activation des modules phosphorelais/transporteur ABC pourrait faire intervenir 
une interaction entre l'un des composants de l'ABC transporteur et l'histidine kinase BceS. 
Afin de tester cette hypothèse, nous avons utilisé deux approches permettant de la mise en 
évidence d’interactions entre protéines : le double hybride bactérien d'une part et la co-




1) Double hybride 
 
 Nous avons travaillé avec le système développé par le groupe du Docteur Lavant à 
l’institut Pasteur(Karimova et al., 1998) et distribué par Euromedex®. Ce système utilise la 
souche E.coli BTH101, déficiente pour l’adénylate cyclase (Cya). Elle possède un gène 
rapporteur lacZ (codant pour la -galactosidase), induit par l’AMPc. Les fragments d'ADN 





) qui portent chacun un domaine différent (T18 et T25) du gène codant pour 
l’enzyme adénylate cyclase de Bordetella pertusis. Si les deux protéines analysées sont 
capables d’interagir entre elles, elles assurent alors le rapprochement des deux sous-unités 
(T18 et T25) de l’adénylate cyclase restaurant ainsi son activité de production d’AMP 
cyclique (AMPc) permettant l’activation du gène lacZ par la protéine CAP (Fig.39). 
 
 Nous avons testé toutes les combinaisons des interactions possibles entre les trois 
partenaires, l'histidine kinase BceS et les deux domaines du transporteur ABC, le domaine 
NBD BceA et la MSD BceB. Nous avons donc cloné les gènes bceS, bceA et bceB dans les 
deux vecteurs pUT18C (Amp
R
) et pKT25 (Km
R
) qui portent chacun un domaine différent 
(T18 et T25) du gène codant pour l’enzyme adénylate cyclase de Bordetella pertusis (Fig.40). 
Ainsi, les gènes clonés se trouvent en aval du fragment codant pour le T25 
oudufragmentcodantpourle T18 et forment une fusion traductionnelle avec ces domaines. Ces 
fusions sont placées sous le contrôle d’un promoteur inductible à l’IPTG. Nous avons ensuite 
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co-transformé ces différents plasmides en utilisant les neuf combinaisons possibles pour tester 
les
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N° Co-transformation Utilisation 
1 pUT18C / pKT25  Témoin négatif 
2 pUT18C Zip / pKT25 Zip Témoin positif 
3 pUT18C bceS / pKT25 bceS Test interaction BceS/BceS 
4 pUT18C bceS / pKT25 bceA Test interaction BceS/BceA 
5 pUT18C bceS / pKT25 bceB Test interaction BceS/BceB 
6 pUT18C bceA / pKT25 bceS Test interaction BceA/BceS 
7 pUT18C bceA / pKT25 bceA Test interaction BceA/BceA 
8 pUT18C bceA / pKT25 bceB Test interaction BceA/BceB : témoin positif interne 
9 pUT18C bceB / pKT25 bceS Test interaction BceB/BceS 
10 pUT18C bceB / pKT25 bceA Test interaction BceB/BceA : témoin positif interne 
11 pUT18C bceB / pKT25 bceB Test interaction BceB/BceB 
12 pUT18C bceS / pKT25  Témoin négatif 
13 pUT18C bceA / pKT25  Témoin négatif 
14 pUT18C bceB / pKT25  Témoin négatif 
15 pUT18C / pKT25 bceS Témoin négatif 
16 pUT18C / pKT25 bceA Témoin négatif 
17 pUT18C / pKT25 bceB Témoin négatif 
 
 







transformantsdanstroisexpériencesdifférentes (valeur moyenne ± écart-type). 
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interactions dans les deux sens (tableau 1). Ainsi, en plus du contrôle positif fourni dans le kit, 
nous disposions de contrôles internes avec une interaction forte déjà mise en évidence dans 
d'autre cas, celle des deux sous unités du transporteur ABC(Liu and Ames, 1998), 
maiségalement celles 
entredeuxmonomèresdeBceAetdeuxmonomèresdeBceB,puisqu’ilaétémontréquecesdeuxsousu
nitésagissentsousformedimérique. Letestdesinteractionsutilisant un 
vecteurcontenantl'undesgènesd’intérêtsavecl'autrevecteurvidecorrespondàdestémoinsnégatifs. 
L'ensemble des tests effectués est résumé dans le tableau 1. 
 
 La mesure de l’activité enzymatique en milieu liquide indique une très forte activité 
pour letémoinpositif (1100 unitésβ-galactosidase), 
tandisquelesdifférentstémoinsnégatifsprésententunetrèsfaibleactivité, démontrantainsile 
caractère parfaitement fonctionneldel'approcheexpérimentale (Fig.41). La plupart des 
activitésβ-galactosidasemesuréespourlesinteractions 
testéesnesontpassignificativementdifférentesdecelles correspondant auxtémoinsnégatifs. Seule 
l'interaction entre BceA et BceB, et ce uniquement dans un sens : put18C bceA / pkt25 bceB 
(n°8, Fig.41), est très légèrement positive alors que les protéines correspondantes constituent 
un témoin interne à l'expérience. 
 
 Destests en milieu solide ont également été réalisés, et ceci en présence ou en absence 
de bacitracine (200 g/ml), afin de voir l'influence de l'inducteur du système BceRSAB. 
Lesboîtesontétéplacéesà 30°C, puisphotographiéesaprès 24 heureset 48 heuresd'incubation.  
 Comme l'indique les résultats (Fig.42), accumulant le produit de la réaction sur un 
temps long, il semble que cette approche soit plus sensible que la mesure d'activité en milieu 
liquide. Eneffet, après 24 heuresd’incubation, aussibienavec que sans bacitracine, en plus du 
témoin positif (pUT18C Zip / pKT25 Zip, (2)), les souches correspondantàlaco-
transformationpUT18CbceS / pKT25 bceS (3) etpUT18CbceA / pKT25 bceB (8) 
commencentàbleuir. Deplus, enprésencedebacitracine, lasouchecorrespondantàlaco-
transformationpUT18CbceS / pKT25 bceB (5) semblelégèrementplusbleue. Le bruit de fond 
augmentant considérablement, il est très difficile de mettre en évidence d'autres interactions à 
48 heures d'incubation. 
 
Ces résultats, bien que peu significatifs, vont dans le sens de notre hypothèse. En effet 
en milieu solide, une interaction très faible entre BceS et BceB, seulement dans un sens et une 
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interaction peu significative entre BceS et BceA semble être mise en évidence. Il est à noter 
que des interactions connues comme la formation de dimères de BceA ou de dimères de BceB
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Fig.42 : Photos des tests sur boîtes, avec ou sans bacitracine, 24 heures ou 48 heures après 
ensemencement.  
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ne sont pas détectées et que d'autre part l’interaction entre BceA et BceB n'est que faiblement 
détectée, que ce soit par mesure d’activité en milieu liquide ou détection d’activité sur boîte, 
alors qu’il a déjà été montré que l'interaction entre NBD et MSD est forte(Liu and Ames, 
1998). Dans le cas particulier que nous avons étudié, il semble que la sensibilité de l'approche 
du double hybride bactérien ne soit pas suffisante pour détecter les interactions que nous 
voulions mettre en évidence. Bien que cette technique ait déjà été utilisée pour détecter des 
interactions entre protéines membranaires(Karimova et al., 2005), l'utilisation de protéine 
intrinsèque de la membrane telle que la MSD BceB qui possède dix fragments 
transmembranaires ou du domaine NBD BceA qui est susceptible d'interagir avec d'autres 
perméases de la bactérie hôte et avoir ainsi un comportement similaire à la perméase, pourrait 
poser des problèmes. Peut-être, faudrait-il réaliser ces expériences en utilisant des fragments 
solubles des protéines. 
 
 
2) Co-immunoprécipitation BceS 
 
 La co-immunoprécipitation est largement utilisée dans l’étude des interactions 
protéiques, car elle peutêtreréaliséesurdes protéines endogènes, marquées avec une étiquette 
(« tag ») et surexprimées. A partir d’un lysat cellulaire traité ou non, la protéine d’intérêt est 
immunoprécipitée avec un anticorps spécifique lié à des billes de protéine A ou G couplées à 
des billes de sépharose. Les conditions étant non dénaturantes, toutes les protéines 
interagissant avec la protéine d’intérêt vont être aussi immunoprécipitées. Après lavages, les 
complexes protéiques sont dénaturés et les partenaires d’interaction sont analysés sur gel 
dénaturant (SDS-PAGE) suivi d’une détection par western blot, à l'aide d'anticorps 
spécifiques des protéines cibles supposées. Cette méthode permet de détecter à la fois les 
interactions directes et indirectes.  
 Dans notre cas, nous avons 
construitdeschimèresprotéiquesentreBceSetlaglutathioneStransférase (GST) 
utiliséecommeétiquette. Pour cela, nous avons utilisé le vecteur, pNG214, développé pour des 
expériences de « Tap-Tag » chez B. subtilis(Yang et al., 2008). 
Legèned'intérêtaétéinsérédansceplasmidevialessitesenzymatiquesXhoIetEcoRI. Le plasmide 
ainsi obtenu a été utilisé pour transformerunesouchedeB. subtilissauvage. Les recombinants 
correspondant à de simple événement de recombinaison ont été sélectionnés sur 
chloramphénicol. La souche recombinante, appeléeBs-bceS::GST, possède
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Fig.43 : Construction de la souche Bs-bceS::GST 
(A) Intégration du vecteur pNG218 sur le chromosome de B. subtilis. Le vecteur s’intègre 
entièrement dans l’ADN génomique par un évènement de recombinaison homologue, créant 
ainsi une fusion traductionnelle entre le gène d’intérêt et la séquence codant pour l’étiquette 
GST, sous le contrôle du promoteur sauvage. Les gènes situés en aval sont sous le contrôle 
d’un promoteur inductible par le xylose.  
(B) Représentation schématique du locus codant pour le système BceRSAB chez la souche 
Bs-bceS::GST. Le gène bceS::GST est sous le contrôle du promoteur sauvage, tandis que le 
gène bceS sauvage est sous le contrôle d’un promoteur inductible par le xylose. 
 
 
Fig.44 : Méthodologie utilisée lors de la co-immunoprécipitation de BceS.  




 Nous avons ensuite comparé le niveau de résistance à la bacitracine de la souche Bs-
bceS::GST à celui de la souche sauvage en réalisant des mesures d’IC50 (concentration de 
bacitracine inhibant la croissance cellulaire à 50%). L’IC50 de la souche sauvage est de 
l’ordre de 0,4 mg/ml et celle de la souche Bs-bceS::GSTest du même ordrede grandeur (0,35 
mg/ml) montrantainsiqueBceSétiquetéestfonctionnel. 
 Selon notre hypothèse, l’interaction entre le senseur BceS et une des sous-unités du 
transporteur ABC, BceAB, aurait lieu en présence de bacitracine et cette interaction pourrait 
être transitoire. De plus, il avait été observé au laboratoire qu’en absence de bacitracine, le 
niveau de transcrits de chacun des gènes du système BceRSAB était relativement bas et 
qu’aucune variation de ce niveau n’était détectée tout au long de la croissance de B. 
subtilis(Joseph et al., 2002). En présence de bacitracine, le niveau de transcrits des gènes bceS 
et bceR n’augmente pas. bceS est donc toujours exprimé à un niveau basal et ainsi, la protéine 
BceS pourrait être difficilement détectable par un Western Blot.  
 Pouroptimiserl’expériencedeco-immunoprécipation, nousavonsutilisé un grand volume 
de milieu (2,5L) et cultivélasouche, Bs-bceS::GSTjusqu’àuneDO600de 0,6 ou 0,8. A ce stade, 
la bacitracine a été ajoutée dans la culture pendant 30 minutes, ce qui permet une induction 
optimale du système(Bernard et al., 2007). La souche Bs-bceS::GST, ainsi cultivée, aensuite 
étélyséeàlapressedeFrench, puis un fractionnement cellulaire a été réalisé (Fig.44), afin de 
récupérer la fraction membranaire où sont localisés le senseur BceS-GST et le transporteur 
ABC, BceAB. Les protéines membranaires ont ensuite été solubilisées avec du CHAPS (3-
[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate), un détergent non dénaturant. 
Le senseur BceS-GST a ensuite été co-immunoprécipité avec ses interactants potentiels grâce 
à des anticorps anti-GST couplés à des billes de sépharose. Des Western Blot ont ensuite été 
réalisés avec les anticorps anti-GST, anti-BceA et 
desanticorpsdirigéscontrelaboucleextracytoplasmiquedeBceB. Pour chaque expérience 
lesfractionsprotéiquescorrespondantàchaqueétapedel’expérienceontétéchargées (Fig.45). 
 
 Lafigure 45 indique qu'aucuneinteraction, quecesoitentreBceSetBceA, 
ouentreBceSetBceBn'apuêtremiseenévidence. Cependant, le déroulement de 
l'expériencesemblecorrectjusqu’àl’étapedeco-immunoprécipitation. Eneffet, onpeutvisualiser, 
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surchaquemembrane, lesignalcorrespondantàchaqueprotéinejusqu’àcetteétape. Ensuite, 
lesignalest








Fig.45 : Membranes obtenues après les Western blot anti-GST, anti-BceA, anti-boucleBceB, 
réalisés avec les différentes fractions provenant de l’expérience de coimmunoprécipitation de 
BceS. 
1 : Extrait total 
2 : Surnageant 1  
3 : Fraction soluble 
4 : Fraction membranaire 
5 : Fraction membranaire solubilisée 
6 : Protéines Co-immunoprécipitées 
7 : Fraction non retenue 
Nota : lesblotsobtenussontprésentésendessousd'unefigureschématisantlesrésultatsobtenus. 
  




onpeutvoirqu’aprèslalysecellulaire, cetteprotéineétiquetéeestprésenteenfaiblequantité, et que 
cette dernière diminueàchaqueétapeultérieuredel’expérience. Justeavantl’étapedeco-
immunoprécipitation, ellen’estquasimentplusdétectableparWesternBlot. 
Ainsi,ilsemblequenousayonsatteintleslimitesdesensibilitédelaméthode. Bien que conscient de 
s'éloigner des conditions physiologiques, 
nousaimerionsabordercetteexpériencedansdesconditionsdesurexpressiondu senseurétiqueté 
(BceS-GST), desorteque ce dernier soit produitenquantitéplusimportante, 
permettantainsid'aborder la co-immunoprécipitationdansdemeilleuresconditions.  
 
 
 Lesdeuxapprochesd’interactionprotéine-protéine, quenousavonsutilisées, 
nenouspermettentpasdeconclurequantànotrehypothèsededépart. 
Lesméthodesutiliséesnesemblentpas assez sensibles pour répondre à la question posée.  
 Nousn’écartonsdoncpasl’hypothèsed’uneinteractionentrelesenseurBceSetletransporteur
ABC, BceAB. Nouscomptonsdansunpremiertempsrecommencerl’expériencedeco-
immunoprécipitationdeBceSensurexprimantlesenseur. Puis, dansundeuxièmetemps, 
utiliserd’autresméthodesd’interactionprotéine-protéine, 
commedestechniquesdedétectiondesinteractionsparfluorescenceoubioluminescence 
(FRETouBiFC) oud’autresméthodesbiochimiques, commele « pull-down » oule « Tap-Tag ». 
 
  
  216 
  
  217 
B) Matériels et Méthodes 
 
1) Souches bactériennes, plasmides et conditions de croissance 
 
Conditions de croissance et de culture  
 Les bactériessont cultivées en milieu riche Luria-Bertani (LB) sous agitation ou en 
milieu solide (LB contenant 14g/L d’agar) à 37°C ou 30°C comme indiqué. Les antibiotiques 
sont fournis par Sigma Aldrich et ajoutés aux milieux quand nécessaire : chloramphénicol 
(5g/mL) pour B. subtilis et ampicilline (100µg/mL) et kanamycine (50µg/mL), pour E. coli. 
La bacitracine a été utilisée aux concentrations indiquées.  
 
Transformation d’E. coli DH5 
 Les bactéries E. coli DH5 sont rendues compétentes et transformées avec l’ADN 
d’intérêt(Harwood and Cutting, 1990). Une fois transformées et sélectionnées sur milieu LB 
contenant de l’ampicilline (100g/ml) (pUT18C) ou de la kanamycine (50 g/ml) (pKT25), la 
vérification de l’insertion du matériel génétique est réalisée par PCR sur colonies grâce à la 
GoTaq de Promega. 
 
Co-transformation d’E. coli BTH101 
 Les bactéries E. coli BTH101 sont rendues compétentes et transformées avec les deux 
types de plasmides pUT18C et pKT25, contenant ou non les gènes d’intérêt(Harwood and 
Cutting, 1990). Une fois transformées, elles sont sélectionnées sur milieu LB contenant de 
l’ampicilline (100g/ml) (pUT18C) et de la kanamycine (50 g/ml) (pKT25). Les boîtes sont 
placées à 30°C, pendant 48 heures. 
 
Transformation de B. subtilis 
 Les bactéries B. subtilis sont rendues compétentes et transformées avec l’ADN 
d’intérêt(Kunst and Rapoport, 1995) purifié grâce aux kits de préparation de plasmides Mini 
de Promega ou Midi de Qiagen. La vérification de l’insertion du matériel génétique est 
réalisée par PCR (GoTaq, Promega) sur l’ADN génomique extrait des clones via le kit 
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Test Double hybride sur boîte 
 Les transformants sont cultivés en milieu LB contenant de l’IPTG (Isopropyl- -D- 
thiogalactopyranoside) 1mM, qui va induire l’expression des gènesclonéssurles vecteurs 
pUT18C et pKT25, de l’ampicilline (100g/ml) et de la kanamycine, pendant une nuit, à 
30°C. Puis, lescellulessontétalées sur des boîtes contenant du LB, du X-Gal (5-bromo-4- 
chloro-3-indoyl- -D-galactopyranoside, 40μg/ml), de l’IPTG, de l’ampicilline et de la 
kanamycine. Une coloration bleue des clones est alors obtenue sur ce milieu en cas 
d’interaction et donc d’expression du gène lacZ. Les vecteurs pUT18 et pKT25, n’exprimant 
que les fragments T18 et T25, servent de témoins négatifs. Les vecteurs pKT25-Zip et 
pUT18-Zip sont utilisés comme témoins positifs d’interaction. Ils dérivent des vecteurs 
pUT18 et pKT25 et produisent les domaines T18 et T25 fusionnés à un motif Leucine Zipper 
(protéine GCN4 de la levure). Les boîtes sont incubées à 30°C et peuvent y rester jusqu’à 72 
heures. 
 
Mesure de l’IC50 pour la bacitracine 
 Une série de dilution en cascade (de deux en deux) de la bacitracine dans du LB est 
réalisée en microplaque de titration dans un volume final de 100 µL de façon à disposer d’une 
gamme décroissante de concentration d’antibiotique partant de 1 mg/mL. Chaque point est 
réalisé en « tétraplicat » et un témoin sans antibiotique est ajouté. 100µL de cellules à tester 
(DO600=0,3) sont alors rajoutés dans chaque puit. La plaque est incubée pendant 5 heures sous 
agitation à 37°C. La mesure de la DO600 réalisée avec un lecteur de plaque Tecan (Sunrise) 
permet de quantifier la croissance cellulaire et d’en déduire le pourcentage de croissance (100 
x rapport de DO de l’essai sur DO du témoin sans antibiotique). Le tracé de la courbe du 
pourcentage de croissance en fonction de la concentration d’antibiotique permet de déduire 




2) Techniques de biologie moléculaire et biochimie 
 
Amplification, purification et extraction d’ADN  
 L’amplification des différents gènes, utilisés pendant ce travail, a été faite en utilisant le 
kit Prime Star Polymerase (Takara). Le programme PCR utilisé comprend les étapes 
suivantes : 10s de dénaturation (98°C), 5s d’hybridation (55°C) et 1 mn d’élongation par kbp




















Double hybride, Clonage bceS 
dans pUT18C et pKT25 
bceS_DB2/KpnI 
 
5'- CGGGGTACCATGTGAATATCGATGCCCTTCAG -3' Double hybride, Clonage bceS 
dans pUT18C et pKT25 
bceA_DB1/XbaI 
 
5'- GCTCTAGAGGTGATTTTAGAAGCGAATAAAATTCG -3' Double hybride, Clonage 
bceA dans pUT18C et pKT25 
bceA_DB2/KpnI 
 
5'- CGGGGTACCCGATCGCTAATGAACCGAAATAC -3' Double hybride, Clonage 
bceA dans pUT18C et pKT25 
bceB_DB1/XbaI 
 
5'- GCTCTAGAGAACATTAATCAGCTCATCCTGC -3' Double hybride, Clonage 
bceB dans pUT18C et pKT25 
bceB_DB2/KpnI 
 
5'- CGGGGTACCGGAGCTTTTTCTGTTTCACAACG -3' Double hybride, Clonage 
bceB dans pUT18C et pKT25 
puT18C-5' 5'- AAGTTCTCGCCGGATGTACTGGAAA -3' Séquençage puT18C en 5’ 
puT18C-3' 5'- TGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGC- 3' Séquençage puT18C en 3’ 
pkT25-5' 5'- ATTATGCCGCATCTGTCCAACTTCC -3' Séquençage pkT25 en 5’ 
pkT25-3' 5'- TTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAA -3' Séquençage pkT25 en 3’ 
bceS_XhoI 5'- CTCTCGAGATACAGCGAAGCCTCTGAAATC -3' Clonage bceS dans pNG214 
bceS-EcoRI 5'- CTGAATTCCACGCTTATGACATGTTCAAATTG -3' Clonage bceS dans pNG214 






Tableau 2 : Liste des oligonucléotides utilisés 
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à amplifier (72°C), répétées sur 29 cycles. La réaction est réalisée dans un volume final de 
50µL. L’ADN génomique de la souche 168 de B. subtilis est utilisé comme matrice et les 
séquences des amorces sont indiquées dans le tableau 2. Ces dernières ont été choisies grâce 
au programme « primer-3» (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) en 
utilisant les critères suivants : longueur moyenne de 23 nucléotides ; absence de structures 
secondaires (tige-boucle) ; pourcentage de G+C supérieur proche de 50% ; température 
d’hybridation comprise entre 55°C et 65°C ; un verrouillage G ou C en 3’. Les 
oligonucléotides sont fournis par Sigma-Genosys. Les produits d’amplification ainsi générés 
sont purifiés grâce au kit Wizard
®
 SV Gel and PCR Clean up system (Promega). 
 
Techniques de clonage 
 Le clonage orienté des différents gènes, celui codant pour le phosphorelais BceS et ceux 
codant pour les deux sous-unités, BceA et BceB, du transporteur ABC dans pKT25 et 
PUT18C a été fait grâce aux amorces présentées dans le tableau 1, dans lesquelles ont été 
ajoutées les séquences correspondant aux sites enzymatiques, XbaI et KpnI.  
 Le plasmide pKT25 et PUT18C et les fragments PCR purifiés sont digérés 
successivement par PmlI et AscI à 10U/µg d’ADN à digérer. La ligation est réalisée la nuit à 
16°C en présence de 10U/µg d’ADN de T4 DNA ligase (BioLabs) dans le tampon fourni. La 
ligation est réalisée avec un rapport molaire insert/vecteur = 2. 
 Ce fragment après digestion par l’enzyme AscI a été cloné dans le plasmide pbTy aux 
sites PmlI et AscI. 
 De la même manière, le clonage orienté de bceS dans le vecteur pNG214 a été fait grâce 
aux amorces présentées dans le tableau 1, dans lesquelles ont été ajoutées les séquences 
correspondant aux sites enzymatiques, XhoI et EcoRI. 
 Toutes les enzymes de restriction sont fournies par BioLabs. 
 
Vérification de la séquence des fragments clonés. 
 Les plasmides contenant les zones à séquencer sont utilisés comme matrice. Les 
amorces utilisées pour le séquençage sont décrites dans le tableau 2. Les séquences d’ADN 
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Mesure de l’activité β-galactosidase   
 Comme pour le test sur boîte, les transformants sont cultivés en milieu LB contenant de 
l’IPTG, de l’ampicilline et de la kanamycine, pendant une nuit, à 30°C. Les activités β-
galactosidase sont déterminées selon la méthode de Miller(Miller, 1972).  
 
Lyse des cellules et fractionnement membranaire  
 La souche Bs-bceS::GST est cultivée en LB, à 37°C (2,5 litre de culture). Lorsque la 
DO600 atteint 0,6 ou 0,8, de la bacitracine est ajoutée à une concentration finale de 20mg/ml, 
puis la croissance continue dans ces conditions pendant 30 minutes. Les cellules sont ensuite 
centrifugées 20 minutes à 4500G à 4°C, puis lavées dans du tampon phosphate salin et une 
nouvelle fois centrifugées 10 minutes à 5000G à 4°C. Le culot est repris dans 10ml d’un 
tampon A contenant du Tris HCL pH 8 50mM, MgCl2 5mM, du NaCl2 50mM, du 
dithiothréitol (DTT) 1mM, du protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich), de la benzonase 
(Sigma-Aldrich), du lysozyme à une concentration de 10mg/ml, ainsi que du PMSF à une 
concentration de 100M. Les cellules sont ensuite lysées, à froid, par trois passages successifs 
à la presse de French (1600psi). On prélève ici l’extrait cellulaire (1) (Fig.44). Les cellules 
lysées sont ensuite centrifugées 10 minutes à 10000G à 4°C, pour séparer le surnageant 1 (2) 
des débris cellulaires. Le surnageant 1 est ensuite centrifugé 50 minutes à 100 000G à 4°C. 
Ceci va permettre la séparation de la fraction soluble (3) et de la fraction membranaire (4). 
Cette dernière est alors reprise dans 1mL du tampon A. 
 
Solubilisation des protéines membranaires 
 Les protéines présentes dans la fraction membranaire sont incubées avec du CHAPS (3-
[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate) à 0,8% final, pendant 2 heures, 
à température ambiante, sur une roue. Les protéines sont ensuite centrifugées 50 minutes à 
100 000G à 4°C. Ceci va permettre de séparer les protéines solubilisées (surnageant, (5)) des 
débris membranaires (culot) (Fig.44). 
 
Co-immunoprécipitation de BceS 
 Les protéines solubilisées (400l) sont incubées avec 1ml de tampon A, du CHAPS à 
0,8% final et 50 l de billes de sépharose couplées à un anticorps anti-GST (Sigma), 
préalablement équilibrées. L’incubation est réalisée sur la nuit, à 4°C, sur une roue. Le 
lendemain, le mélange est centrifugé 1 minute à 200G, ce qui va permettre de séparer les
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billes, auxquelles sont fixées BceS-GST et ses interactants (6), et la fraction non retenue (7) 
(Fig.44). Les billes sont ensuite lavées trois fois avec du tampon A supplémenté de CHAPS à 
0,8% final, puis reprises dans du tampon de charge. La fraction non retenue est précipitée au 
TCA à 15% final pendant 30 minutes dans de la glace, puis centrifugée pendant 15 minutes à 
10 000G. Le culot contenant les protéines non retenues est supplémenté avec 500l d’acétone, 
puis une nouvelle fois centrifugé, et enfin repris dans du tampon de charge. 
 
Western Blot 
 Après dénaturation (10 min à 95°C), les différentes fractions obtenues sont chargées sur 
un gel à 15% de polyacrylamide/bis-acrylamide 37,5:1 et les protéines séparées. Un transfert 
des protéines sur une membrane Nitrocellulose Hybond (Amersham) est réalisé en condition 
semi-sèche. Après saturation de la membrane par de la Sérum Albumine Bovine (SAB), elle 
est incubée en présence du premier anticorps (anticorps de chèvre anti-GST ou de lapin anti-
BceA ou de lapin anti-boucleBceB). Après lavage de la membrane, celle-ci est incubée avec 
un anticorps secondaire dirigé contre l’anticorps primaire, et couplé à la phosphatase alcaline. 
L’activité de cette dernière est révélée, par une méthode colorimétrique, dans un tampon 
alcalin et en présence de 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) et nitroblue 
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 Lesystème de résistance à la bacitracineBceRSAB de B. subtilis représente le modèle 
des modules de détection/résistance aux antibiotiques peptidiques. Il associeunphosphorelais, 
dontlerégulateur de réponse estdetypeOmpR àuntransporteurABC classé suivant les auteurs 
danslafamille 9(Quentin et al., 1999) ou dans la famille des « peptide-7-exporters »(Saier et 
al., 2009). Ce module est original tant dans son mécanisme moléculaire qu'au niveau de 
certains de ses constituants qui présentent des caractéristiques singulières. Ila en effet 
étémontréaulaboratoirequeletransporteurABCBceABestimpliquédansl’inductionparlabacitraci
nedel’expressiondesespropresgènesvialepromoteurPbceA(Bernard et al., 2007). D'autre part, 
l’histidinekinaseBceS de type IM-HK(Mascher, 2006) 
possèdedeuxdomainestransmembranairesséparésparuneboucleextracytoplasmiquedemoinsdev
ingt-cinqacidesaminésetdétecteraitunsignalmembranaire. LaMSD BceBpossède dix segments 
transmembranaires avecuneboucleextracytoplasmiquelargeentrelesfragments 7 et 8. 
Deuxmodulessimilaires, PsdRSABetYxdJKLM, sontprésentschezB. subtilisetsonteux 
aussiinduitsparlaprésenced’un antibiotiquepeptidique (enduracidineetLL37, respectivement) 
et cette induction nécessite, dans le cas du module PsdRSAB, le transporteur ABC (F. Blanc, 
non publié) 
 Lebutdemon travail dethèseétaitd’unepart de compléter et d'élargir l'analyse effectuée 
dans notre laboratoire sur une cinquantaine de génomes(Joseph et al., 2002) et d'autre part 
demieuxcomprendrelesmécanismesderégulationdel’expressiondesgènesdutransporteur de ces 
modules en m'intéressant plus particulièrement au modèle constitué par BceRSAB qui confère 
à B. subtilis la résistance àlabacitracine.  
 
 
1) Les modules de détection/résistance aux antibiotiques 
 
 L’inventaire réalisé à partir de la connaissance de la séquence des génomes de plus de 
800 bactéries a montré que ces modules sont apparus chez les Firmicutes, groupedanslequelils 
se sont maintenus et se sont largementrépandus. Il est à noter que les gènes codant pour les 
quatreélémentscomposantlesmodules (HistidineKinase, Régulateurderéponse, NBDetMSD) 
ontcoévoluésdepuisleurémergencedanscephylum et ont eu tendance à se maintenir à proximité 
sur le chromosome au cours de l'évolution. Ila, d'autre 
part,étémisenévidencedenombreuxtransfertshorizontaux, 
desévènementsdeduplicationsoudepertedegènes qui révèle une histoire évolutive hautement 
dynamique de ces modules. Cesdifférents
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évènementsontconduitàleurgrandediversitéauseindesFirmicutes. Ces modules ont été 
dénommés Bce-like en référence au modèle BceRSAB de B. subtilis. 
L'analyse phylogénétique fine de chacun des membres des modules Bce-like a été 
réalisée et a permis de proposer une classification en six sous-familles, qui a été validée 
récemment par un travail similaire réalisé par une autre équipe(Dintner et al., 2011) . Le rôle 
important de ces modules dans la survie des bactéries en présence d’antibiotique pourrait 
expliquer leur maintien au cours de l’évolution après les nombreux transferts horizontaux et 
évènements de duplication et de perte de gènes. En effet, certaines bactéries pathogènes du 
groupe des Bacillus ou des Clostridia possèdent un large éventail de modules Bce-like leur 
permettant potentiellement de résister à des antibiotiques différents.  
 
 
2) Le fonctionnement du module BceRSAB 
 
 Afin de tenter d'appréhender le lien fonctionnel existant entre les différents composants 
de ces modules de détection/résistance, nous nous sommes plus particulièrement intéressés au 
module BceRSAB de B. subtilis qui a été probablement le plus étudié. Nous avons réalisé des 
expériences d’échanges du transporteur BceAB avec ses orthologues, chez B. subtilis, qui 
montrent que la réponse à la bacitracine des souches correspondantes diminue en fonction de 
la distance phylogénétique entre le transporteur originel et les transports ABC utilisés pour le 
remplacer. Ceci nous a amené à émettre l'hypothèse d'un mécanisme d'activation faisant 
intervenir une interaction entre l'un des composants de l'ABC transporteur et l'histidine kinase 
BceS. En effet, la capacité d’interaction entre deux protéines diminue lorsque la distance 
phylogénique entre ces deux protéines augmente. Dans le cadre de cette hypothèse, le 
transporteur ABC serait le premier senseur de la présence de bacitracine. Celui-ci interagirait 
alors avec l'histidine kinase et, le phosphorelais, ainsi activé, permettrait l’induction, par la 
bacitracine, des gènes codant pour le transporteur. Cependant, les expériences d’interaction 
protéine-protéine (double hybride et co-immunoprécipitation) que nous avons réalisées n’ont 
pu ni confirmer ni infirmer cette hypothèse. Il serait important dans un avenir proche 
d’améliorer ces approches ou d’en utiliser de nouvelles afin d'analyser le détail du mécanisme 
moléculaire de l’activation du système BceRSAB. 
 
 D’autrepart, les expériences réalisées montrent l’importance de la boucle 
extracytoplasmique de BceB dans le fonctionnement du module BceRSAB. Rietkötter et
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collaborateurs(Rietkötter et al., 2008), avaient publié des résultats préliminaires qui 
permettaient de supposer que la boucle de BceB jouait un rôle important dans la fonction du 




Delamêmemanière, lorsqueletransporteurYtsCDdeB. licheniformisestdélétédelaboucledeYtsD, 
ilestluiaussiincapabledeparticiperàl'activationdupromoteurdebceAenprésencedebacitracineche
zB. subtilisetdoncdeconférerlarésistanceàcetantibiotique.  
 L’équipedeMascher a proposéque la boucledétecterait 
directementlabacitracineextracellulaire(Rietkötter et al., 2008). Des résultats obtenus 
précédemment au laboratoire montrent que l’undécaprényl pyrophosphate (UPP) joue un rôle 
important dans le fonctionnement du module BceRSAB(Bernard et al., 2007) et nous 
proposons que ce soit plutôt le complexe UPP-bacitracine qui soit détecté. 
CettedétectiondéclencheraitlacascadedephosphorylationdeBceRSqui, àsontour, 
permettraitd’activerlatranscriptiondesgènescodantspourletransporteurABCBceAB, 
dontlerôleserait, pour l'équipe de Mascher, 
d’importerlabacitracineàl’intérieurdelacellule(Rietkötter et al., 2008). Notons que cette 
hypothèse du transporteur ABC fonctionnant comme importeur d'antibiotiques a également 
été faite par le groupe de T. Msadek pour VraDE de S. aureus(Hiron et al., 2011). 
 
 
3) Les transporteurs des modules de détection/résistance sont-
ils des importeurs ou des exporteurs ? 
 
 Divers éléments vont à l’encontre de l'hypothèse d'un transporteur fonctionnant comme 
un importeur. Le premier d’entre eux est que de manière systématique les critères de 
comparaison de séquences ont toujours amené à classer dans les bases de données 
(ABCdb(An ABC transporter database), http://www-abcdb.biotoul.fr/,(Quentin and Fichant, 
2000), TCDB (The Transporter ClassificationDatabase), http://www.tcdb.org/,(Saier et al., 
2009)) les transporteurs ABC de ce type parmi les exporteurs. 
 Rietkötter et ses collaborateurs(Rietkötter et al., 2008) ont émis l’hypothèse que BceAB 
de B. subtilis fonctionnait comme un importeur sur des critères de topologie de la MSD. En 
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effet, par comparaison avec les importeurs formés de l'association de la MSD et de la protéine 
affine ou SBP (Substrate Binding Protein)(Van Der Heide and Poolman, 2002), ces auteurs
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postulent que la boucle extracytoplasmique pourrait jouer le rôle de protéine affine. Une 
modélisation de la structure de la boucle réalisée au laboratoire montre que celle-ci ne 
possède aucune des caractéristiques structurales bien particulières des SBP ce qui n’est pas en 
faveur de cette hypothèse (Résultats non publiés). 
 D'autre part, on s'attendrait à voir une conservation de la séquence de la boucle dans des 
translocateurs prenant en charge le même allocrite. De façon étonnante, nous avons montré 
que la boucle de translocateurs conférant une résistance à un même antibiotique est la partie la 
moins conservée de ces protéines. 
Cerésultatestàrelativisercarlesbouclessontnéanmoinsmieuxconservéesauseind’unesous-
famillereconnaissantlemêmeligandqu’entremembresdesous-
famillesreconnaissantsdesligandsdifférents. De plus, Hiron et ses collaborateurs ont réussi a 
changé la spécificité d'un transporteur par le simple changement de la boucle du 
translocateur(Hiron et al., 2011).  
 Finalement, si l'antibiotique était importé que deviendrait-il ? Dans le cas de la 
bacitracine, on pourrait penser qu'une fois dans le cytoplasme elle ne serait plus en contact 
avec sa cible l'UPP puisque celui-ci semble être déphosphorylé dans le périplasme de E. coli 
et donc se retrouve sous forme UP coté cytoplasme(Touzé et al., 2008). Cependant, à 
l'intérieur de la bactérie, la bacitracine serait toujours capable d'interagir avec l'UPP issus de 
la synthèse de novo de l'UP (Touzé et al., 2008)ce qui conduirait finalement à une diminution 
du pool d'UP dans la cellule et à un blocage de la synthèse du peptidoglycane. Pour que cette 
hypothèse soit plausible, il est donc nécessaire de postuler qu’une fois à l’intérieur de la 
cellule la bacitracine soit dégradée. Compte-tenu des concentrations de bacitracine auxquelles 
B. subtilis est résistante (de l'ordre de 300 µg/ml) et l'importeur étant actif, on s'attendrait à 
avoir une accumulation massive de l'antibiotique dans le cytoplasme. Il nous paraît alors 
vraisemblable qu'un système de dégradation spécifique soit contrôlé par la présence de 
bacitracine. Un tel système n'a jamais été mis en évidence par les diverses approches de 
transcriptomique qui ont été réalisées(Kobayashi et al., 2001; Mascher et al., 2003) . 
 En conclusion nous maintenons notre hypothèse d'un transporteur ABC fonctionnant 
dans les modules détection/résistance comme un exporteur.  
 Pourvérifiercettehypothèse, ilseraitintéressantdeparveniràsuivre le devenir 
del'antibiotique. Nous nous proposons, dans le cas de la bacitracine, de réaliser un marquage 
par fluorescence, qui bien que difficile à mettre en œuvre puisqu'il faut conserver l'activité de 
l'antibiotique, nous permettra de localiser la molécule dans la cellule. 
Desexpériencesvisantàlier de façon covalente un fluorochrome de petite taille à la bacitracine 
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sontactuellementinitiéesaulaboratoire. L'étudede la localisation de la bacitracine marquée 
pourra alors être
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réaliséeavecdessouchessensibles (délétéesdesgènesbceAetbceBoude la partie codant pour 
laboucledeBceB), sauvageouaucontrairesurproduisantletransporteurABCBceAB.  
 
 
4) Rôle fonctionnel de la boucle extracytoplasmique de la MSD 
(translocateur ou perméase). 
 
 La très grande variabilitédeséquencedelaboucle du translocateur restesurprenantecompte 
tenu desonimportancedansl’inductiondusystèmeoudansleprocessusderésistance. Afin de 
mieux appréhender son rôle fonctionnel, nous avons échangé les boucles de MSD appartenant 
à des transporteurs de même spécificité. Quatredestransporteursdelasous-
familleIVétantimpliquésdanslarésistanceàlabacitracine, 
nousavonsréalisédeséchangesdebouclesauniveaudelaMSDdeB. subtilis, BceB. 
SeulelaboucledeYtsDdeB. 
licheniformisestcapablederestaurertrèspartiellementlacapacitédutransporteurBceABàparticiper







Lefaitqued’autrespartiesdutransporteurABC, commelaboucleextracytoplasmique 2 (O2), 
soientpeuconservées confortent cettehypothèse (FigS7, supplementarydata). Si cette 
hypothèse est vraie, on devrait pouvoir obtenir, à partir des souches contenant BceB avec la 
boucle de YtsD de B. licheniformis, des mutations suppressives permettant de rétablir 
pleinement l’induction et la résistance à la bacitracine. Des expériences de mutagenèse 
aléatoire sur la large boucle de YtsD ont été entreprises pour tester cette proposition. L’étude 
des séquences decesmutants devrait 
nouspermettred'identifierlesacidesaminésimportantsdanslerôledelaboucle. L'opération 
symétrique, consistant à réaliser une mutagénèse aléatoire sur les zones hors boucle du 
translocateur YtsD de B. licheniformis possédant la boucle de BceB de B. subtilis, pourrait 
également être réalisée.  
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 La fonction de la boucle extracytoplasmique du translocateur est donc extrêmement 
importante dans le module BceRSAB, que ce soit au niveau de la régulation du système ou au
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niveau de la résistance à la bacitracine. Une généralisation, plus formelle, de l'importance 
fonctionnelle de cette boucle à d'autres modules reste cependant à entreprendre. 
 
 
5) Les transporteurs ABC et leur spécificité 
 
 La sous-famille IV, outre BceAB de B. subtilis, contient d'autres transporteurs ABC 
impliqués ou potentiellement impliqués dans la résistance à la bacitracine comme VraDE de 
S. aureus, YtsCD de B. licheniformis ouBceAB de B. halodurans. Utilisant B. subtilis comme 
hôte, nous avons testé les transporteurs ABC de ces différents modules pour leurs capacités à 
remplacer le transporteur de l'hôte, leurs gènes ayant été introduits à la place de bceAB et 
placés sous le contrôle du promoteur PbceA.  
 En surproduisant le régulateur de réponse BceR et donc en s'affranchissant de la 
présence de bacitracine pour l'activation du promoteur PbceA, nous avons montré que BceAB 
de B. halodurans et YtsCD de B. licheniformis sont très probablement impliqués dans la 
résistance à la bacitracine dans leur hôte d’origine puisqu’ils rétablissent la résistance d’un 
mutant bceAB de B. subtilis, donnant ainsi une fonction à ces protéines.  
 
 La spécificité des transporteurs peut-elle être prédite à partir de la connaissance de leur 
position dans l'arbre phylogénétique de ces derniers? Il semble que non, car si au moins quatre 
transporteurs de la famille IV, BceAB de B. subtilis, YtsCD de B. licheniformis, BceAB de B. 
halodurans et VraDE de S. aureus, reconnaissent la bacitracine comme allocrite, des 
transporteurs d'autres familles ont également la même spécificité. En effet, deux transporteurs 
de la sous-famille II, BceAB de S. mutans et YP_001835606/YP_ 001835607 de S. 
pneumoniae, et un transporteur de la sous-famille V, AnrAB de L. monocytogenes, permettent 
à leurs bactéries respectives de résister à la bacitracine(Ouyang et al., 2010; Tsuda et al., 
2002; Becker et al., 2009; Majchrzykiewicz et al., 2010; Collins et al., 2010). Par ailleurs, les 
modules d’une même sous famille peuvent avoir une spécificité différente. Par exemple, 
VraFG de S. aureus, qui appartient à la sous-famille IV, contribue à la résistance à la 
vancomycine chez sa bactérie hôte (Meehl et al., 2007). 
 Une complexité supplémentaire apparaît puisqu'un transporteur donné ne présente pas 
une spécificité restreinte à un antibiotique, au moins en ce qui concerne sa capacité à protéger 
une bactérie. En effet, il a été montré que BceAB protégeait B. subtilis non seulement de 
l'action de la bacitracine mais également, bien qu’avec une moindre efficacité, de celle de
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l'actagardine, de la mersacidine(Staroń et al., 2011) mais aussi de celle d'une défensine, la 
plectasine(Schneider et al., 2010). VraDE est impliqué quant à lui dans la résistance de S. 
aureus à la bacitracine et à la nisine(Staroń et al., 2011). PsdAB présente une spécificité plus 
large puisque conférant à B. subtilis la résistance à l'enduracidine, la gallidermine, la nisine et 
la subtiline(Staroń et al., 2011). Il semblerait donc que ces transporteurs puissent être 
considérés comme des MDR (Multi Drug Resistant). Quelle est donc la véritable nature du 
stimulus perçu par ces transporteurs ? Le point commun de ces différents antibiotiques est 
qu’ils ont un mode d’action similaire : ils sont tous capables d’interagir avec l’UPP, que ce 
soit via une interaction avec le lipide II ou directement, lors de l’étape de régénération de 
l’UP. Ainsi, il est possible que l’inducteur des gènes codant pour ces transporteurs soit le 
complexe antibiotique/UPP plutôt que l’antibiotique seul, et que le transporteur en lui-même 
transporte le complexe comme nous l'avons suggéré dans le cas de la bacitracine (Bernard 
2007). (Bernard et al., 2007).  
 La purification du transporteur et l'étude directe de ses capacités à prendre en charge des 
antibiotiques (en présence ou en l'absence de leur cible) permettraient de résoudre ces divers 
problèmes (voir plus loin dans le cas de l'étude du transport de bacitracine par BceAB).  
 
 
6) Spécificité au niveau de l'induction des modules 
 
 Bien que PsdRSAB ne confère pas la résistance à l'actagardine chez B. subtilis, cet 
antibiotique induit l’expression des gènes codant pour le transporteur de ce module et ce à un 
niveau supérieur à celui obtenu avec tous les autres antibiotiques qui sont pris en charge par le 
transporteur pour détoxifier la bactérie(Staroń et al., 2011). 
 Ce résultat est étonnant puisque dans l'hypothèse d'un mécanisme de régulation où le 
transporteur ABC serait le premier senseur, il faut admettre qu'une substance non prise en 
charge par le transporteur serait néanmoins capable d'activer ce dernier qui, à son tour, 
activerait l'histidine kinase.  
 
 
 Auvudesrésultatsobtenuspendantmathèse, nousproposonsunmodèlequi tente de prendre 
en compte les divers points importants que nous avons mentionnés concernant le mode de 
fonctionnement du module BceRSAB. Danscemodèle, labacitracinediffuseraitdans le 
peptidoglycane pourallerdirectementsefixeràl’UPP au niveau de la membran
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Fig.46 : Modèle d’activation du système BceRSAB. 
1. La bacitracine pénètre jusqu’à la membrane et se fixe à l’UPP. La conformation ouverte du 
transporteur ABC (NBD en vert et MSD en jaune) empêche l’interaction avec le senseur BceS 
(bleu clair). Le système est inactif. 
2. La boucle extracytoplasmique de BceB va interagir avec la bacitracine complexée à l’UPP, 
induisant un changement conformationnel du transporteur ABC vers une conformation 
fermée.  
3. Dans cette conformation fermée, le transporteur peut alors interagir avec le senseur pour 
l’activer et induire la cascade de phosphorylation. 
4. Le régulateur BceR (bleu foncé) actif va alors activer le promoteur PbceA et donc 
permettre l’expression des gènes du transporteur BceAB. 
5. L’hydrolyse de l’ATP induit un retour du transporteur ABC vers sa conformation ouverte. 
Ce processus permet la réorientation de la boucle de BceB, ce qui entraîne la bacitracine et 
assure son relargage dans le milieu extérieur. Le système est ainsi retourné à son état originel. 
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bactérienne, formantainsiuncomplexeUPP/bacitracine (Fig.46). Le transporteur étant en 
conformation ouverte, la boucle extracytoplasmique de BceB pourrait alors interagir avec la 
bacitracine (ou le complexe UPP/bacitracine). 
Cetteinteractionengendreraitunblocagedutransporteurdansuneconformationdite «fermée », 
quiseraitalorsapteàinteragiraveclesenseurBceS,activant ainsi lephosphorelaiset permettant 
l’expressiondebceAB. L'hydrolyse de l'ATP va induire un changement conformationnel du 
transporteur, réorientant la boucle extracytoplasmique qui entraînerait la bacitracine, la 
relargant dans le milieu extérieur. LetransporteurABC fonctionnerait donc littéralement 
comme un « aspirateur ».  
Il est à noter que ce modèle peut être appliqué au cas du module complexe BraRSDE, VraDE 
de S. aureus(Hiron et al., 2011). Le couple BraRSDE présenterait le même mode de 
fonctionnement que celui indiqué ci-dessus, si ce n'est que BraDE n'assurerait pas la phase 
d'entrainement de la bacitracine, la boucle de BraE présentant une trop faible affinité pour 
l'antibiotique. Par contre, le transporteur VraDE dans le même processus mais sans interagir 
avec l'histidine kinase BraS prendrait en charge l'export de l'antibiotique du fait de la forte 






(labacitracine, lecomplexeUPP/bacitracine...). Nousnousproposons de mesurer l'augmentation 






allocritetransporté. Pourcela, nouspourrionsutiliseruneapproche utilisant la résonnance du 
plasmon (Biacore), afin de mesurerentempsréell’interactionentredeux partenaires. D'autre 
part, nous pourrions également tester l'influence de la surproduction de la boucle 
extracytoplasmique (produite par exemple avec les deux fragments transmembranaires 
l'encadrant afin d'assurer son maintien à la membrane) sur la réponse du module BceRSAB à 
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la bacitracine. En effet, si l’allocrite interagit avec la boucle, la surproduction de celle-ci 
devrait le titrer et donc diminuer la réponse. 
  




ncesd’interactionsprotéine/protéine. Ces dernières n’ayantapportéaucunrésultatprobant, il 
paraît nécessaire d'utiliser denouvellesapproches pour tenter de mettre en évidence une 
éventuelle interactionentreletransporteurBceABetlesenseurBceS. Destechniques de transfert 
de fluorescence ou debioluminescence (FRETouBiFC) oud’autresméthodesbiochimiques, 
commelepull-downouleTap-Tag, pourrait être utilisées. Danslamêmeoptique, 
ilseraitintéressantdeprocéderàdesexpériencesdemutagénèsedirigéesurlesdomainesmembranair
esdusenseuretdutransporteuretd’analyserlephénotyperésultantdecesmutationsentermed’activati
on de l’expression du transporteur. Cecipourrait permettre de préciserlesdomainesimportants 
dechacundesdeuxpartenaires, quiinterviendraientdanslarégulationdusystèmeoudans 
l’interaction potentielleentre les deux partenaires. 
 
 Enfin, lagénéralisationdu mode de fonctionnementdesmodulesBce-likeresteàfaire. 
Cesmodulessont-ilstousinduitsparlaprésenced’unantibiotiqueciblantlaparoibactérienne, sont-
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Conclusion 
 
 La mise en évidence d'un grand nombre de modules de détection/résistance aux 
antibiotiques peptidiques restreints aux Firmicutes et l'originalité de leur mécanisme 
moléculaire de fonctionnement les rendent très intéressants d'un point de vue fondamental. Au 
niveau appliqué, la recherche systématique des substances prises en charge par ces modules 
devrait permettre soit la découverte de nouveaux antibiotiques peptidiques, soit d'attribuer à 
un antibiotique donné l'un des systèmes de détoxification bactérien qui lui est dédié. Ce point 
est capital puisque l'émergence de bactéries présentant des résistances aux antibiotiques 
utilisés en thérapie humaine rend nécessaire la découverte de nouvelles molécules, dont notre 
société a besoin pour combattre ces bactéries. Dans ce contexte, la connaissance fine du 
fonctionnement des modules de résistance faciliterait la recherche de drogues les inhibant, 
rendant ainsi possible l'utilisation d'inhibiteurs de ces modules en association avec 
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Abstract 
 
 Signal transduction systems and ABC transporters often contribute jointly to adaptive 
bacterial responses to environmental changes. In Bacillus subtilis, three such pairs, thereafter 
called modules, are involved in responses to antibiotics: BceRSAB, PsdRSAB and 
YxdJKLM. They are characterized by a histidine kinase belonging to the Intramembrane 
Sensing – Histine Kinase family (IM-HK) and by a Membrane Spanning Domain (MSD) 
possessing an unusually large extracytoplasmic loop.  
 Using a phylogenomic approach we were able to demonstrate that such modules, 
associating a phosphorelay and an ABC transporter, are specific but widespread in Firmicutes 
where they originated. This analyse highlight a highly dynamic evolutionary history involving 
numerous horizontal gene transfers, duplications and lost events, leading to a great variety of 
Bce-like module repertories in members of this bacterial phylum. Based on fine phylogenetic 
analyses, the Bce-like modules were divided into six well-defined subfamilies.  
 Functional studies were performed on some members of subfamily IV comprising the 
bacitracin resistance module BceRSAB of B. subtilis, the expression of which being found to 
require, in the presence of bacitracin, the signal transduction system as well as the ABC 
transporter itself. The present results indicate that two other members of subfamily IV, YtsCD 
of B. licheniformis and BceAB of B. halodurans, were also found to participate in bacitracin 
resistance processes. The results also suggest that in these modules the ABC transporter 
works as the first sensor of the antibiotic and that it then activates the signal transduction 
system through an interaction between one of the two ABC transporter domains and the 
module kinase. 
 Bacitracin dependent expression of bceAB and bacitracin resistance processes were 
shown to require the presence of the BceB translocator loop suggesting a crucial role for this 
loop as well at a functional level, as at a structural level. 
 This study suggests that the original BceRSAB module regulatory mechanism might be 
generalised to other modules and would constitute an important common antibiotic resistance 
mechanism in Firmicutes, which comprise many human pathogens.  
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Résumé 
 
 Les systèmes de transduction du signal et les transporteurs ABC contribuent de façon 
conjointe à la réponse adaptative des bactéries aux changements d’environnement.Trois 
modules, associant un phosphorelais et un transporteur ABC, ont été répertoriés chez B. 
subtilis et sont impliqués dans la réponse à différents antibiotiques: BceRSAB, PsdRSAB et 
YxdJKLM. Ils sont caractérisés par une histidine kinase possédant une boucle 
extracytoplasmique courte et appartenant à la famille des Intramembrane Sensing - Histidine 
Kinase (IM-HK) et par un transporteur ABC possédant une Membrane Spanning Domain 
(MSD) à boucle extracytoplasmique exceptionnellement longue.  
 En utilisant une approche phylogénomique, il a été établi que ce type de modules était 
restreint aux Firmicutes, où ils sont apparus et se sont largement répandus. De plus, cette 
analyse met en lumière une histoire évolutive très dynamique impliquant de nombreux 
transferts horizontaux, duplications et pertes de gènes, conduisant à un répertoire de modules 
Bce-like très varié chez ce phylum. Grâce à une analyse phylogénétique fine, il a été proposé 
une classification de ces modules en six sous-familles bien définies. 
Des études fonctionnelles ont été réalisées sur des membres de la sous-famille IV comprenant 
le module de résistance à la bacitracine BceRSAB de B. subtilis, dont l’expression des gènes 
codant pour le transporteur requiert, en présence de l’antibiotique, le système de transduction 
du signal aussi bien que le transporteur lui-même. Les résultats de ces études montrent que 
d’autres membres de la sous-famille IV, YtsCD de B. licheniformis et BceAB de B. 
halodurans, sont également impliqués dans la résistance à la bacitracine. Ils suggèrent aussi 
que dans ces modules le transporteur ABC est le premier senseur de la présence de 
l’antibiotique et qu'il active le système de transduction une interaction entre une sous unité du 
transporteur et la kinase du module.  
 De plus, en présence de bacitracine, l’expression des gènes codant pour le transporteur 
BceAB ainsi que la résistance à cet antibiotique requièrent la présence de la boucle de la MSD 
BceB ce qui démontre l'importance de cette boucle aussi bien au niveau fonctionnel que 
structural. 
 Par ailleurs, l’étude que nous avons réalisée suggère que le mécanisme original de 
régulation des gènes du transporteur BceAB de B. subtilis pourrait être généralisé à tous les 
modules équivalents présents chez les Firmicutes. Ces modules constitueraient ainsi un 
mécanisme important de résistance aux antibiotiques peptidiques chez les bactéries de ce 
phylum qui comprend de nombreux pathogènes. 
